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BECK, C. Efeito da luz visivel associada a ftalocianina de cloro-aluminio
na inativacdo da Leishmania infantum chagasi no sangue de cées.
Botucatu, 2016, 88p. Tese (doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

A Leishmaniose Visceral € uma doenca infecciosa, de carater zoondtico,
emergente e de notificacdo obrigatéria. No Brasil tem como agente o
protozoario Leishmania infantum chagasi, e o principal reservatério € o céo
(Canis familiaris). A transfusédo sanguinea é muito utilizada na rotina da clinica,
entretanto esta associada a transmissdo de doencas infecciosas. O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos do tratamento com a luz visivel associada a
ftalocianina de cloro-aluminio na inativagdo da Leishmania infantum chagasi
em sangue canino, quando inoculados em hamsters (Mesocricetus auratus).
Foram preparados 3 grupos experimentais compostos por 6 hamsters cada. O
grupo controle recebeu sangue negativo para Leishmania, o grupo doenca foi
inoculado com sangue parasitado com Leishmania infantum chagasi e o grupo
tratamento recebeu sangue parasitado tratado com luz visivel associada a
ftalocianina de cloro-aluminio. Os animais foram monitorados por 180 dias e
entdo submetidos a avaliagdo clinica. Em seguida os animais foram
anestesiados para a coleta de sangue por meio de puncdo intracardiaca e
procedendo-se assim a eutanasia. O sangue foi colocado em microtubos e o
soro separado por centrifugacdo e acondicionado a -30°C, até a realizacao do
teste de aglutinacdo direta. Apds procedeu-se a coleta do figado e baco para a
realizagdo da histopatologia. Outra parte destes 6rgdos e a medula Ossea
foram acondicionados em tubos livres de DNAse e RNAse, congelados a -30°C
até arealizacdo da PCR e gPCR. Impressfes do figado e baco foram feitas em
laminas para a microscopia para verificar a presenca das formas amastigotas
do parasita. Apés 180 dias os animais ndo apresentaram sinais clinicos e os
exames sorolégicos e parasitolégicos foram negativos. Quanto ao exame
macroscopico, alguns animais apresentaram hepato e esplenomegalia, ja na
analise histopatologica nenhum tecido analisado demonstrou formas
amastigotas do parasita. Na avaliacdo da PCR o baco e a medula 6ssea de
todos os hamsters, dos grupos doenca e tratado, apresentaram amplificacéo da
Leishmania infantum chagasi. Na gPCR ocorreu uma significativa diminuicao
(P<0,01) na parasitemia quando comparado ao grupo tratado com a luz visivel
associada a ftalocianina de cloro-aluminio, com o grupo que recebeu sangue
parasitado sem tratamento. Com esses resultados € possivel concluir que a luz
visivel associada a ftalocianina de cloro-aluminio reduz a parasitemia da
Leishmania infantum chagasi em sangue canino.

Palavras-chave: canino, leishmaniose visceral, luz visivel, ftalocianina de
cloro-aluminio.



BECK, C. Effects of visible light associated with chloro-aluminium
phthalocyanine on the inactivation of Leishmania infantum chagasi in dog
blood. Botucatu, 2016, 88p. Tese (doutorado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis is an emerging zoonotic infectious disease that requires
mandatory reporting. In Brazil, it is caused by the protozoan Leishmania
infantum chagasi, with dogs as main reservoir (Canis familiaris). Blood
transfusion is frequently used in clinical routine, however it is associated with
the transmission of infectious diseases. The aim of this study was to evaluate
the effects of treatment with visible light associated with chloro-aluminium
phthalocyanine on the inactivation of Leishmania infantum chagasi in canine
blood, when inoculated in hamsters (Mesocricetus auratus). Three experimental
groups consisted of six hamsters each. The control group received blood
negative for L. infantum chagasi, the diseased group was inoculated with blood
infected with L. infantum chagasi, and the treatment group received infected
blood previously subjected to therapy with visible light associated with chloro-
aluminium phthalocyanine. The animals were observed for 180 days and then
subjected to clinical evaluation. Then the animals were anesthetized for blood
collection through intracardiac puncture and were euthanized. The blood was
placed into microtubes and the serum was separated by centrifugation and
stored at -30 ° C until the direct agglutination test was performed. After, liver
and spleen collection was performed to histopathological examination. Another
part of these organs and bone marrow were placed in tubes DNase and RNase
free, and frozen at -30°C until the PCR and qPCR were performed. Imprints of
liver and spleen were performed on slides for microscopy to verify the presence
of amastigotes of the parasites. After 180 days the animals showed no clinical
signs and serologic and parasitological tests were negative. During pathological
examination, some animals showed hepatomegaly and splenomegaly; under
microscopic analysis, any tissue showed amastigote forms of the parasite. In
the PCR evaluation of spleen and bone marrow, all hamsters from diseased
and treated groups showed amplification of Leishmania infantum chagasi.
Results from g-PCR revealed a significant decrease (P <0.01) in the number of
parasites in the group inoculated with blood subjected to chloro-aluminium
photodynamic therapy, compared to the group inoculated with parasitized blood
that had not been subjected to photodynamic therapy. With these results it is
possible to conclude that visible light associated with chlorine-aluminum
phthalocyanine reduces parasitaemia of Leishmania infantum chagasi in canine
blood.

Keywords: canine, visceral leishmaniasis, visible light, chloro-aluminum
phthalocyanine.



1. INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca infecciosa, zoonética e de carater
emergente, amplamente distribuida em todo o mundo. No Brasil, esta
parasitose ocorre principalmente nas regides norte, sudeste e nordeste
(BRASIL, 2012), porém, atualmente estd distribuida em todo o territorio
brasileiro (MARCONDES; ROSSI, 2013).

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como Calazar, € uma
antropozoonose, causada no pais, pela Leishmania chagasi, a qual ja foi
identificada no homem, cao, gato, canideos silvestres, marsupiais e roedores
(IKEDA et al., 2010).

A transmissdo ocorre entre os animais e o homem pela picada de
flebotomineos da espécia Lutzomya longipalpis. Ja foi descrita a transmissao
venérea, transplacentaria e por transfusdo sanguinea, sendo consideradas até
o momento de pouca importancia epidemiolégica (MARCONDES; ROSSI,
2013). No entanto, Cardo et al. (2006), descreveram gque a maioria das
transmissdes da LV ocorrem por transfusdo sanguinea em areas endémicas.

A leishmaniose é considerada um grave problema de saude publica,
visto que acometem seres humanos atingindo criancas, adultos jovens e
pessoas imunossuprimidas e, quando nao tratada, pode apresentar letalidade
de 95% (ALVES; BEVILACQUA, 2004). O Ministério da Saude relatou 3.253
casos confirmados de Leishmaniose Visceral no Brasil, em seres humanos, no
ano de 2013 (BRASIL, 2014).

A deteccdo de anticorpos anti-Leishmania utilizando técnicas
sorodiagnosticas, constitui um instrumento essencial no diagndstico da
leishmaniose visceral canina (LVC) (CIARAMELLA; CORONA, 2003), pois os
animais doentes desenvolvem principalmente uma resposta imune humoral e
produzem altos titulos de IgG anti-Leishmania.

As técnicas sorolégicas recomendadas atualmente pelo Ministério da
Saude, para o inquérito canino, sdo a Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) e o Teste Imunoenzimatico (ELISA) (BRASIL, 2006). A utilizacédo do teste

de aglutinacédo direta (DAT) no diagnéstico da LVC, também demonstra boa



sensibilidade comparado aos testes soroldgicos (ELISA e RIFI), sendo uma
prova simples e rapida de ser executada, ndo requerendo equipamentos
sofisticados (FERREIRA et al., 2003).

Segundo Assis et al. (2008), a técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) pode ser de grande valor no diagnéstico da leishmaniose,
devido sua alta sensibilidade, confirmando casos inconclusivos.

Assim como outras doencas causadas por protozoarios, ndo existe até o
momento a cura parasitolégica, apenas a remissao dos sinais, diminuicdo da
carga parasitaria, com consequente diminuicdo da capacidade de transmissao.

Atualmente, a terapia fotodinamica € apresentada como uma alternativa
para o tratamento da leishmaniose, porém, na forma cutanea (BASTOS, 2012),
e sua acao ja foi testada, in vitro, nas formas promastigotas de Leishmania
chagasi. Embora a utilizacdo da terapia fotodinamica seja bem aceita, o uso
contra microorganismos, pelo menos no caso de Leishmania, esta ainda em
estagio de experimentagcdo (ESCOBAR et al. 2006).

Pesquisas estdo sendo realizadas na inativacdo de patdgenos do
sangue utilizando terapia fotodinamica. O tratamento com o uso da luz ultra-
violeta associada a riboflavina e a luz visivel associada a ftalocianina de cloro-
aluminio, tem sido aplicado a microorganismos como Leishmania infantum
chagasi e Borrrelia anserina.

O presente estudo teve como objetivo a avaliacdo da terapia
fotodindmica, utilizando luz visivel associada a AICIPc, no sangue de céaes
infectados com Leishmania infantum chagasi, apos 180 dias de inoculacdo em

hamsters (Mesocricetus auratus).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose Visceral Canina

2.1.1 Etiologia e Patogenia

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania, que acometem o
homem e diferentes espécies de mamiferos das regides tropicais e
subtropicais. O agente etiologico da Leishmaniose Visceral (LV) no Brasil € a
espécie Lesihmania (L.) chagasi (TASCA et al., 2009).

Estes parasitas sao transmitidos aos animais e ao homem pela picada
de insetos pertencentes a ordem Diptera e familia Psychodidae, denominados
fleb6tomos do género Lutzomyia longipalpis. Nas Américas Central e do Sul,
esta espécie constitui o0 Unico vetor eficiente na transmissdo da Leishmaniose
Visceral Canina (SILVA, 2007).

As leishmanias sao organismos pleomorficos, ou seja, assumem duas
formas evolutivas em seu ciclo de desenvolvimento. A forma promastigota,
localizada no interior do intestino do hospedeiro invertebrado (intermediario), se
caracteriza por ter um corpo alongado, com duas extremidades afiladas, um
ndcleo e um cinetoplasto anterior, do qual parte 0 axonema e entédo o flagelo. A
forma amastigota, encontrada nas células do hospedeiro vertebrado (definitivo),
tem aspecto ovalado ou esférico, com nucleo e cinetoplasto do qual parte o

axonema, porém, sem flagelo (FORTES, 2004) (Figura 1).

Figura 1- Formas promastigotas (A), e amastigotas em macréfago de canino
(B) de Leishmania infantum chagasi.

>

Fonte: Greene, 2006.



Para ocorrer a inoculacdo do parasita, as fémeas infectadas do mosquito
realizam o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado, liberando as
formas promastigotas metaciclicas juntamente com a saliva do inseto (Figura
2A). Na epiderme do hospedeiro, estas formas sao fagocitadas por células do
sistema fagocitico mononuclear (Figura 2B). No interior dos macréfagos, no
vacuolo parasitoforo, diferenciam-se em amastigotas e multiplicam-se
intensamente até o rompimento deles, ocorrendo a liberacdo destas formas
gue serdo fagocitadas por novos macréfagos num processo continuo. Desta
forma ocorre a disseminacdo via hematdgena para outros tecidos ricos em
células do sistema mononuclear fagocitario, como linfonodos, figado, baco e
medula 6ssea (BRASIL, 2006).

Figura 2- Ciclo evolutivo no hospedeiro invertebrado (A) e no hospedeiro
vertebrado (B), demonstrando as formas amastigotas e promastigotas, no
flebotomineo e na corrente circulatoria.
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Nos paises onde a LV & zoonoética, como é o caso do Brasil, os cées
desempenham papel fundamental na epidemiologia do parasita em areas
urbanas, devido a sua relagdo e proximidade com o homem e ser o Unico
reservatorio doméstico (SILVA, 2007; QUEIROZ et al, 2010; FARIA;
ANDRADE, 2012).

Ciaramella et al. (1997) citam que a pele dos caes é a regido do corpo
gue mais manifesta os sinais clinicos, sendo o local onde acontece a primeira
interacdo entre o parasita e o sistema imune deste hospedeiro, além de ser o
local onde se encontram grandes quantidades de formas amastigotas deste
parasita.

Por outro lado, Tafuri et al. (2001) descrevem que caes com
sintomatologia tipica de leishmaniose e com comprovada infec¢cdo por



Leishmania chagasi, podem apresentar auséncia de formas amastigotas na
pele, o que reduz a sua participacdo como fonte de infeccdo para outros
insetos vetores.

Em areas endémicas, os cdes podem ser encontrados clinicamente
assintomaticos ou sintomaticos, sendo estes parametros clinicos muito
discutidos quanto a constituicdo dos animais como fonte de infeccdo para os
flebotomineos (SILVA, 2007). Entretanto, ja foi demonstrado que cées
infectados, mesmo assintomaticos, sdo fonte de infeccdo para o0s
flebotomineos e, consequentemente, tém papel ativo na transmissdo da
Leishmania (SOUZA et al., 2001).

A infeccdo em caes por espécies de Leishmania é clinicamente
semelhante & infeccdo humana, embora no céo, além do acometimento das
visceras, sado frequentemente encontradas lesdes de pele nos animais
infectados e assintomaticos (Krauspenhar et al., 2007). Oliveira et al., (1993)
relatam que é necessario um periodo de 2 a 12 meses para que um cao
infectado desenvolva sinais clinicos, e o periodo de incubacédo observado em
condicbes experimentais pode alcancar 25 meses. Brito et al. (2006),
descrevem em cdaes sinais inespecificos, como febre intermitente e duradoura,
anemia, perda de peso progressiva e caguexia, frequentemente sao
encontrados.

Tabanez (2015) descreve que a evolucao da doenca em cées infectados
€ consequéncia da interacdo parasita hospedeiro, onde acredita-se que a
programacdo genetica do paciente dirija a resposta imune, tornando-o mais
suscetivel ou resistente a doenca. Outros aspectos que influenciam, séo
fatores nutricionais, doencas concomitantes, imunossupressdo, carga e cepa
parasitaria inoculada e resposta imunitaria local.

Ramsey et al. (2010) acrescentam linfadenopatia generalizada,
dermatite esfoliativa, alopecia periocular, hiperceratose do coxim plantar,
crescimento exagerado das unhas, dermatites ulcerativas nodulares e
claudicacdo. Brito et al. (2006) descrevem que a alopecia e ulceracdes
cutaneas ocorrem principalmente nas bordas das pinas, no focinho e nas
margens palpebrais.

O parasita estimula resposta excessivamente ativa e ineficiente de

células B, ao mesmo tempo em que suprime a ativacdo de macrofagos,



permitindo a propagacao sistémica dos parasitas diante da producdo macica de
imunoglobulinas e complexos imunes (RAMSEY et al.,, 2010). A deposicéo
ocorre, principalmente, na parede dos vasos na microcirculacdo, ativando a
resposta do sistema complemento, atraindo mais células inflamatérias e
lesionando o tecido (TABANEZ, 2015). Pode ocorrer envolvimento neuroldgico,
epistaxe, doenca hepatica e conjuntivite (BRITO et al., 2006).

Feitosa et al. (2005) citam que existem contradicdes na literatura quanto
a patogénese da leishmaniose visceral no sistema nervoso central, mas
existem relatos da ocorréncia da intensa deposicdo de antigenos de
Leishmania e imunoglobulinas nos espacos intersticial e intravascular do plexo

coroide de caes com esta doenca.

2.1.2 Diagnostico

O diagnéstico clinico da LVC é muitas vezes um problema para o
Médico Veterinario. HA um amplo espectro de sinais clinicos, desde animais
aparentemente saudaveis, passando por oligossintomaticos, até estagios
severos da doenca. Uma caracteristica importante é a permanéncia da doenca
em animais assintomaticos por longos periodos (GONTIJO; MELO, 2004).

Por ser uma doenca de notificagdo compulséria, o diagnostico da
leishmaniose visceral deve ser feito da forma mais precisa possivel, e para isso
é importante que se conhega o metodo utilizado, suas limitagbes e sua
interpretacdo clinica (FERRER, 1999; BRASIL, 2006). Existem basicamente
trés categorias de provas utilizadas para o diagnéstico da leishmaniose
visceral: os métodos parasitologicos, os métodos soroldgicos e os métodos
moleculares (FERRER, 1999).

A observacdo de formas amastigotas do parasita, de forma direta,
podera ser feita em esfregacos de aspirado de medula 6ssea, baco, figado,
pele e sangue corados com Giemsa, Leishman, Wrigth ou Pandtico
(LAURENTI, 2009; BRASIL, 2006). Apesar do exame parasitologico ser
considerado o padrdo ouro para o diagndstico de LV, € um procedimento
invasivo e requer uma infra-estrutura de meédia complexidade, medicos

especialistas e técnicos de laboratorio treinados. Para além das dificuldades



operacionais, a detec¢do de parasitas no aspirado de medula 6ssea, tem um
fraco desempenho, com uma sensibilidade que varia entre 64% -77% (ASSIS;
SANTANA, 2015).

A andlise microscopica do linfonodo, baco, medula 6ssea, figado, rim,
pele e coracéo de cées, corados com hematoxilina e eosina (HE), apresentam
reacdo linfohistioplasmocitaria. Numerosos macréfagos reativos, contendo
vaclUolos parasitéforos intracitoplasmaticos com estruturas basofilicas
sugestivas de formas amastigotas de Leishmania, foram observadas em
medula 6ssea, figado, baco e no linfonodo de cdo. Nos érgaos linfoides, ocorre
a proliferacdo linfoplasmohistiocitaria, resultando na linfoadenomegalia
generalizada (KRAUSPENHAR et al., 2007).

Trabalhos apontam a escolha dos testes sorolégicos como de extrema
importancia para um bom inquérito epidemiolégico. A RIFI é a técnica
sorologica preconizada pelo Ministério da Saude para avaliacdo da
soroprevaléncia, juntamente com o ELISA, por apresentarem alta sensibilidade
e especificidade, baixo custo e facil execucdo. Falhas na deteccdo da infeccao
por estes testes podem ocorrer nos animais que se apresentam no periodo de
incubacdo da doenca ou soroconversdao (ALMEIDA et al., 2009). A RIFI
demonstra sensibilidade que varia de 90 a 100% e especificidade aproximada
de 80% para amostras de soro. Sendo assim, o ELISA é recomendado para
triagem e o RIFI para confirmagéo (FARIA; ANDRADE, 2012).

Tasca et al. (2009) acrescentam que a sensibilidade e a especificidade
do teste de ELISA dependem do tipo de antigeno empregado e de mudancas
do protocolo experimental padrédo. No entanto, Alves e Bevilacqua (2004),
descrevem a utilizacdo de antigenos recombinantes ou purificados como
glicoproteinas de membrana especificas do género Leishmania, que melhoram
a sensibilidade e a especificidade dessa técnica, porém, também podem
ocorrer reagbes cruzadas com doengas causadas por outros
tripanossomatideos.

Os métodos soroldgicos sao eficazes na deteccao da leishmaniose ativa
guando grandes quantidades de anticorpos especificos estdo presentes (FISA
et al., 2001). O ELISA é um teste sensivel e permite a deteccdo de baixos
titulos de anticorpos, mas € pouco preciso na deteccéo de casos subclinicos ou
assintomaticos (EVANS et al., 1990).



A RIFI é o exame sorolégico mais utilizado no Brasil para o diagnéstico
da LV. Do namero total de casos de LV notificados entre 2007 e 2012, 86%
(19.495) foram confirmados por critérios laboratoriais; destes, 53% (10.346)
foram confirmadas por este método sorologico. Desta forma, a sua
sensibilidade variou de 88%-92%, e a sua especificidade de 83%-88%. No
entanto, semelhante as desvantagens de diagnostico parasitologico, requer
uma infra-estrutura complexa e técnicos treinados, limitando assim o acesso e
retardando o diagnéstico e tratamento (ASSIS; SANTANA, 2015).

Como ja afirmado, a especificidade do teste é prejudicada devido a
presenca de reagOes cruzadas com doencas causadas por outros
tripanossomatideos, como a Doenca de Chagas e os da Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA). A utilizacdo de formas amastigotas de L. (L.)
donovani, como antigeno na RIFI, aumenta significativamente a sensibilidade,
sem perder a especificidade do teste, resultando em uma maior precocidade de
diagndstico em animais assintomaticos (ALVES; BEVILACQUA, 2004).

Lima et al. (2010), indicam o Teste de Aglutinacdo Direta (DAT) para o
diagndstico soroldgico, pois essa parece ser uma ferramenta mais segura, por
possuir maior sensibilidade e especificidade em relacéo a RIFI.

O teste de aglutinacéo direta € um dos testes mais simples e baratos
usados para o diagndstico da LV, muito utilizado nos paises da Africa, india e
Nepal, com sensibilidade de 91 a 100% e especificidade de 72 a 100%. O
antigeno, além de poder ser liofilizado, resiste a temperaturas elevadas. A
técnica dispensa equipamentos, € realizada a temperatura ambiente e a
interpretagdo do resultado é visual (PEDRAS; RABELLO, 2003).

Dentro deste cenéario, o DAT com antigeno L. (V.) braziliensis, revelou
98% de sensibilidade e 84% de especificidade. O nivel de especificidade obtido
neste estudo, sugere que o DAT pode ser usado como diagndstico para LTA,
principalmente nas regides onde se possa excluir a leishmaniose visceral e a
doenca de Chagas (SILVA, 2003).

Por outro lado, um levantamento realizado por Garcez et al. (1996), em
caes de areas endémicas, o DAT e o ELISA foram menos sensiveis (ambos
71,4%) do que a RIFI (100%), utilizando antigeno de L. (L.) donovani. Dos
soros analisados, 87% foram positivos para RIFI, mas somente 54% para
ELISA e 49% para o DAT.



Safi e Evans (1989) citam que, apos a confirmacdo do parasitolégico, o
ELISA e o DAT demonstraram ter a mesma sensibilidade e especificidade,
sendo a grande vantagem da DAT a simplicidade para a realizagdo e baixo
custo quando comparado aos outros testes soroldgicos.

Bezerra et al. (1996), realizaram um estudo da aplicabilidade do DAT em
cdes com leishmaniose cutanea, para o levantamento epidemiolégico da
infeccdo em caes. Esses autores, concluiram que o teste podera ser usado na
investigacdo da infeccdo por Leishmania para determinacdo de reservatérios
da leishmaniose tegumentar, devido a sua facilidade de realizagdo, bem como
baixo custo.

Como esses testes ndo tém alta especificidade e falhas podem ocorrer,
eles podem causar a eliminagcdo de animais néo infectados e por outro lado,
nao detectar casos positivos (FARIA; ANDRADE, 2012).

Laurenti (2009), acrescenta que os métodos sorolégicos sdo muito
empregados em inquéritos epidemioldgicos, para a avaliagdo da prevaléncia da
doenca em areas endémicas, porém, 0s parametros de sensibilidade e
especificidade das técnicas sao de extrema importancia para se evitar
interpretacdes errbneas, com resultados falso positivos ou negativos, pois é um
meétodo indireto de medir a infeccgéo.

Além do diagnéstico pelos exames sorolégicos, existem técnicas de
imunohistoquimica, que oferecem a vantagem de aumentar a sensibilidade e a
especificidade das técnicas parasitolégicas (TAFURI et al., 2001), sendo o
baco um excelente 6rgdo para a realizacdo deste teste, devido ao intenso
parasitismo. No bagco ocorre reacdo inflamatéria cronica e difusa, com
macréfagos organizados em granulomas e repletos de formas amastigotas
(XAVIER et al., 2006).

Moreira et al. (2007) demonstraram que o ELISA e a imunocitoquimica
foram os testes mais eficientes para Leishmania infantum chagasi, em
amostras de cdes assintomaticos. Por outro lado, a identificacdo direta de
parasitas pela coloracéo de Diff-Quick® e Imunofluorescéncia Direta foram mais
eficientes em esfregacos de cdes sintomaticos.

Na década de 90, foi introduzida uma técnica de imunocromatografia no
diagnostico imunoldgico, tendo como vantagem constituir um método rapido,

com a facilidade e aplicabilidade em campo. Em alguns estudos realizados,
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esse teste apresentou sensibilidade e especificidade bem variadas, de 72 a
96% e 61 a 100%, respectivamente, em dois estudos (FARIA; ANDRADE,
2012).

Como método molecular, a PCR tem sido muito util no diagnéstico da
LVC, em funcédo da rapidez, sensibilidade e especificidade. A aplicacdo deste
método atualmente tem provado que pode resolver os problemas diagnosticos
gue resultam da baixa sensibilidade do exame microscopico e os falsos
positivos ou negativos dos exames sorolégicos, geralmente atribuidos a
anticorpos persistentes ou imunossupressao (IKONOMOPOULOS et al., 2003).

Esse teste pode ser realizado em diferentes amostras, tais como
aspirados de medula 6ssea, de linfonodos, sangue, urina e biopsias de pele. A
sensibilidade é bastante varidvel de acordo com a amostra utilizada na reacao
(FARIA; ANDRADE, 2012). Sacco (2013), em seu trabalho, encontrou 100%
das amostras do baco de hamsters positivas na PCR, apdés 120 dias de
inoculacéo de sangue de céo infectado com Leishmania infantum chagasi.

Segundo Assis et al. (2008), a PCR pode ter eficacia no diagndstico da
leishmaniose, confirmando casos positivos e inconclusivos. Trabalhos
comprovaram que a PCR foi altamente eficiente para todas as manifestacdes
clinicas de leishmaniose canina, incluindo c8es assintomaticos,
oligossintomaticos e sintomaticos (MOREIRA et al., 2007).

Outro método utilizado para diagndéstico da leishmaniose, é a PCR
guantitativa em tempo real (QPCR), que permite a quantificacdo dos parasitas,
elucidando o status de cées positivos para a PCR convencional, especialmente
em areas endémicas (FARIA; ANDRADE, 2012). Além disso, proporciona o
monitoramento do nimero de parasitas durante e apds o tratamento ou mesmo
em triagens de quimioterapicos (FRANCINO et al. 2006).

Desde os anos 70, na China, foi utilizado para diagndstico um método de
isolamento de Leishmania donovani, por meio da inoculacdo de material
suspeito em hamsters. A partir desse momento, este se constituiu um modelo
para o isolamento e conservagao in vivo desses parasitas (ROJAS; SCORSA,
1995).

O hamster é suscetivel a varias espécies de Leishmania, sendo
particularmente til no estudo de leishmaniose visceral, por apresentar a

maioria das alteracdes imunopatolégicas caracteristicas da leishmaniose
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visceral humana (RICA CAPELLA et al., 2003). Awasthi et al. (2004)
complementam que esse modelo é muito utilizado para estudos
histopatol6gicos e para testes com medicamentos e vacinas.

De acordo com Souza et al. (2001), hamsters que foram inoculados com
sangue infectado por Leishmania chagasi, desenvolveram sinais tipicos da
doenca, incluindo ascite, caquexia e morte, além de alta carga parasitaria no

baco e no figado, 90 dias pés transfusao.

2.2 Transfusdo sanguinea

Grandes avancos tém ocorrido nas ultimas décadas na éarea de
transfusdo sanguinea e hemoterapia na Medicina Veterinaria. A escolha do
doador, processamento e armazenamento adequado do sangue, reacdes
transfusionais e a transmissao de agentes infecciosos, tém sido estudadas no
decorrer dos anos (GIGER et al., 2002).

A transmissdo de enfermidades infecciosas por meio da transfuséo
sanguinea é descrita por varios autores em Medicina Veterinaria, sendo que a
triagem dos doadores, para as principais doencas que podem ser veiculadas
pelo sangue, € de extrema importancia para ndo resultar em piora no quadro
clinico do receptor (FREITAS et al., 2006).

Qualquer infeccdo por um agente que passe por uma fase sanguinea
assintomatica, tem o potencial de ser transmitida por via transfusional. As
infeccbes parasitarias em seres humanos e animais que rednem estas
caracteristicas, incluem a malaria, a doenca de Chagas, a tripanossomiase
Africana, a leishmaniose, a toxoplasmose e a babesiose (PEREIRA et al.,
2011).

A maior preocupacdo com os doadores caninos é a transmissdo de
protozoarios, devido ao longo periodo de incubacéao, persisténcia subclinica em
animais infectados e a probabilidade de permanecerem viaveis na bolsa de
sangue. Relatos demonstram a transmissédo de babesiose e leishmaniose
durante transfusdo sanguinea em cdes (OWENS et al., 2001; FREITAS et al.,
2006).
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Sacco (2013), demonstrou em seu experimento, que 0 sangue
parasitado com Leishmania infantum chagasi ndo perdeu a capacidade de

produzir a infec¢cdo apos o periodo de armazenamento de 21 dias.

2.3 Terapia fotodinadmica

A terapia fotodindmica (TFD) tem se destacado como uma das mais
importantes técnicas médico-terapéuticas utilizadas no combate de doencas
neoplasicas e ndo neoplasicas. Entre elas as doencas fungicas, virais e
bacterianas, degeneracdo macular da retina, psoriase, arteriosclerose,
tratamento odontolégicos e dermatolégicos (ARIAS et al., 2007; TAYLOR et al.,
2011; BASTOS et al., 2012), além da indicacéo no tratamento da leishmaniose
(ISSA; AZULAY, 2010).

Essa modalidade terapéutica se baseia na combinacdo de trés
elementos fundamentais: agente fotossensibilizador, luz e oxigénio (TAYLOR et
al., 2011; BASTOS et al, 2012). Dessa forma, envolve a ativacdo de
substancias fotossensiveis, fonte de luz e a geracéo de espécies citotoxicas de
oxigénio e de radicais livres para promover a destruicdo de células alvo (ARIAS
et al.,, 2007; CAMUR et al.,, 2011). A primeira observacdo de sensibilizacdo
guimica do tecido pela luz, foi descrita por Rabb, em 1900.

A combinagdo luz-fotossensibilizador-oxigénio pode ser considerada
uma das técnicas mais bem sucedidas desenvolvidas nos ultimos anos dentro
do grande conjunto de terapias fotbnicas ja consolidadas (BASTOS et al.,
2012). A terapia consiste em administracdo intravenosa, de um
fotossensibilizador que se liga as lipoproteinas, de baixa densidade da corrente
sanguinea. Esse fotossensibilizador é ativado com luz a um determinado
comprimento de onda, convertendo o oxigénio molecular em espécies reativas,
como oxigénio “singlete” e radicais livres, que reagem com os componentes
celulares vitais, evoluindo para destruicdo celular seletiva (BASTOS et al.,
2012).

Estdo implicados mdaltiplos fatores na fototoxicidade ou fotodano da
reacdo fotodindmica, como: classe do fotossensibilizador, dose, via de

administragcdo, absorcao, especificidade do corante e distribuicdo nas células
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alvo, fonte de luz, intervalo entre administracdo do fotossensibilizador e a
exposicao (WIEDMANN; CACA, 2004).

Na destruicdo das células alvo, mediada por espécies citotOxicas de
oxigénio e de radicais livres, estdo envolvidos mecanismos diretos tais como
apoptose e necrose, e indiretos, como a resposta imune e inflamatéria
(NAKASEKO et al., 2003).

No Brasil, o tratamento com a utilizacdo de drogas da terapéutica
humana ou drogas nao registradas no Ministério da Agricultura e
Abastecimento (MAPA), esta proibido por meio da Portaria interministerial n°
1.426, de 11 de julho, do Ministério da Salude e MAPA (WSPA-BRASIL, 2011).

Devido aos problemas enfrentados com a terapia disponivel para a
leishmaniose, como defeitos colaterais indesejaveis provocado pelos
guimioterapicos e acessibilidade aos farmacos, alguns progressos foram
observados no tratamento da leishmaniose cutédnea. Além disso, pode-se
observar um grande incentivo na descoberta e desenvolvimento de novas
substancias que promovam tratamentos melhores, mais simples e seguros
(BASTOS et al., 2012).

2.3.1 Inativacdo com ftalocianina de cloro-aluminio associada a luz visivel

Os agentes fotossensibilizadores sdo fundamentais para a fototerapia, ja
gue deles depende a geracdo de espécies reativas de oxigénio, que sdo
responsaveis pela morte de células tumorais ou infectadas por parasitas como
Leishmania (TAYLOR et al., 2011).

Atualmente, as ftalocianinas que sé@o pertencentes a segunda geragao de
fotossensibilizadores, tém sido utilizadas em TFD, tendo seu emprego clinico ja
aprovado (BROWN et al., 2004). Sdo produtos altamente conjugados, de
intensa pigmentacao, utilizadas como corante sintético, destacando-se pela alta
estabilidade térmica e quimica, sem toxicidade, atividade redox e carater de
condutividade bem definido (LEZNOFF; LEVER, 1989; FERREIRA et al., 2007).

A lipofilicidade contribui para a localizacdo das ftalocianinas nas
membranas plasmaticas, nos microssomos e nas mitocondrias, para sua acao
fotodinamica (ROSENTHAL, 1991). Taylor et al. (2011), reforcam que a
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ftalocianina tem maior excrecdo, o que minimiza os efeitos fotossensibilizantes
prolongados, no entanto, apresentam depdsito excessivo em Orgados como
figado, rins e baco.

As ftalocianinas pertencem a uma classe de compostos aromaticos
unidas por atomos de nitrogénio. Como sao estruturas com elevada
conjugacao eletronica, apresentam absorcéo na regido do visivel (OLIVEIRA et
al., 2015). E constituida por metal central que possui influéncia em sua
propriedade fotossensibilizadora, com alta absor¢do na faixa de espectro
luminoso vermelho (670-780nm) (CAMUR et al., 2011), onde a penetracéo
tecidual da luz € maior.

A ftalocianina de aluminio tem acdo direta sobre a proteina quinase
ativada por mitogeno (MAPK), que cumpre um papel importante na progressao
do ciclo celular induzido por mitdgenos, na regulagdo do desenvolvimento
embriogénico, do movimento celular e na apoptose (TAYLOR et al., 2011).
Com sua utilizacdo permitida na Russia e na india, este farmaco mostrou-se
eficiente no tratamento de tumores de cordide, olhos, palpebra e sarcomas de
bexiga (OLIVEIRA et al., 2015).

Dessa forma, as ftalocianinas possuem propriedades fotofisicas
vantajosas e diversos estudos demonstram seu potencial para a TFD (ZHU et
al., 2006). Oliveira et al. (2015) acrescentam que esses compostos também
podem ser aplicados como biomarcadores fluorescentes para proteinas e
anticorpos.

Escobar et al. (2006), cita que formas promastigotas de Leishmania
chagasi foram altamente suscetiveis a terapia fotodinamica in vitro utilizando
tratamento com ftalocianina de aluminio (AlPc) e iluminacéo de luz vermelha a
670 nm. Este fotossensibilizador mostrou um efeito citotoxico mais elevado do
gue ftalocianina de zinco (ZnPc).

Devido a importancia sanitaria e potencial zoonético, estudos que
promovem formas de inativagdo da Leishmania infantum chagasi s&o de
extrema importancia, uma vez que nao foram encontrados trabalhos in vivo na

literatura compilada com terapia de luz visivel associada a AICIPc.



3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar os efeitos do tratamento com a luz visivel associada a
ftalocianina de cloro-aluminio na inativacdo da Leishmania infantum chagasi

em sangue canino, inoculado em hamster.

3.2 Especifico

Em hamsters tratados com luz visivel associada a ftalocianina de cloro-
aluminio e néo tratados buscou-se:

Verificar a presenca de formas amastigotas da Leishmania infantum
chagasi no figado e baco através da microscopia éptica.

Avaliar as alteracdes histopatoldgicas no figado e baco.

Verificar no soro a positividade da Leishmania infantum chagasi pelo
teste de aglutinacéo direta.

Analisar por meio da PCR e quantificar a carga parasitaria pela g°PCR no
baco, figado e medula éssea.



4. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi submetido & aprovacdo do Comité de Etica e
Experimentacdo Animal da UNESP-Botucatu, recebendo parecer favoravel,
seguindo os principios éticos do Colégio Brasileiro de experimentacdo Animal
(COBEA), sob o numero do protocolo 40/2014 (Anexo A) e 42/2014 (Anexo B).
O projeto segue aLein®11.794, de 8 de outubro de 2008 (BRASIL, 2008).

4.1 Animais utilizados

Os animais utilizados para o referido estudo foram dois caes, um higido
e outro naturalmente infectado por Leishmania Infantum chagasi, e 18
hamsters (Mesocricetus auratus) para a inoculacdo, sendo divididos em trés

grupos para o experimento.

4.1.1 Caninos

No primeiro momento, foram utilizados dois caninos fémeas. Um da
raca Golden Retriever, higido, com cinco anos de idade, e outro, da mesma
raca, com dois anos de idade, naturalmente infectado com Leishmania
infantum chagasi. Os sinais apresentados pelo canino parasitado foram
emagrecimento, alopecia e crostas na regido periorbital, além de ulcera
crostosa na orelha. O cao foi diagnosticado com leishmaniose visceral por meio
de exame parasitoldgico (puncéo aspirativa do linfonodo pré-escapular) (Anexo
C).

O canino higido foi escolhido aleatoriamente da raca Golden Retriever,
adulto, peso aproximado de 25 kg, de regido ndo endémica no interior do
Estado do Rio Grande do Sul (ljui-RS), com exame clinico e hemograma
normais. Foi realizada a coleta de 4 mL de sangue, por meio de puncéo da veia
safena, apos tricotomia e antissepsia. O material foi acondicionado em um tubo
com EDTA (&cido etilenodiaminotetracético) e encaminhado em recipiente com

gelo, ao Laboratério de Imunodiagnéstico e Biologia Molecular — Zoonoses da
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UNESP-Botucatu, para a realizacdo do método da gPCR. O resultado da
amostra foi negativa para a pesquisa de Leishmania infantum chagasi.

4.1.2 Hamsters

Foram utilizados 18 hamsters dourados (Mesocricetus auratus), fémeas,
adquiridos do Biotério de Criacdo Anilab Campinas/SP, com dois meses de
idade e peso médio de 90 gramas para a realizacdo da inoculacdo do sangue

canino.

4.2 Coleta de sangue de animal higido (grupo controle saude)

Apoés a confirmacdo do exame negativo para leishmaniose do canino
higido, foi realizada tricotomia e antissepsia da regido cervical e coletado 450
mL de sangue da veia jugular em uma bolsa especifica!, contendo CPDA-1
(anticoagulante citrato fosfato dextrose), que ficou armazenada sob
refrigeracao por dois dias.

4.3 Coleta de sangue de animal infectado com Leishmania infantum
chagasi (grupo controle doencga)

Foi utilizado um canino, fémea, com dois anos de idade, da raca Golden
Retriever, oriundo do Centro de Controle de Zoonoses de Aracatuba-SP, em
gue foi realizado o exame parasitologico para a pesquisa da Leishmania
infantum chagasi, por meio da puncgédo aspirativa por agulha fina (PAAF) de
linfonodo pré-escapular. No resultado, foram observadas formas amastigotas
tipicas de Leishmania infantum chagasi.

Com o teste positivo, foi realizada a coleta de 450 mL de sangue do
canino infectado em uma bolsa especifica’ contendo CPDA-1, com o protocolo
pré-anestésico de 0,055 mg.Kg™' de acepromazina® 0,2%, intravenosa (IV),

! Bolsa de coleta de sangue simples 500 mL, JP IndUstria Farmacéutica S/A, Ribeirdo Preto-
SP.
% Vetnil- Louveira-SP
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seguida de uma inducdo e manutencdo anestésica de tiopental sédico® (15
mg.Kg™ IV). O canino foi submetido & eutanasia, ainda em plano anestésico,
por meio da aplicacdo de uma ampola de cloreto de potassio* a 19,1%, pela via
intravenosa, conforme Decreto n°® 51.838 do Senado Federal, 14 de marco de
1963, que estabelece que “animais portadores de leishmaniose devem ser
submetidos a eutanasia”’. O método de eutanasia segue as recomendagdes da
Resolucao n° 1000, de 11 de maio de 2012, do Conselho Federal de Medicina
Veterinéria.

A bolsa com sangue foi acondicionada em recipiente térmico com gelo e
enviada imediatamente ao Centro de Nanotecnologia e Engenharia Tecidual, e
Grupo de Fotobiologia e Fotomedicina da Universidade de Sé&o Paulo -
FFCLRP, Campus da USP de Ribeirdao Preto — SP, para dar continuidade ao

experimento, sob a orienta¢cdo do Dr. Antonio Claudio Tedesco.

4.4 Terapia fotodinamica

4.4.1 Aplicacao da AICIPc e incidéncia da luz visivel

No laboratério do Centro de Nanotecnologia e Engenharia Tecidual, da
USP-Ribeirdo Preto, o material foi preparado com seringas de 3 e 5 mL>,
agulhas tamanho 25x7°mm, placas de meio de cultura celular, homogeinizador,
pipetas, ponteiras e tubos de ensaio. Realizada a desinfeccéo, foram colocados
em uma capela de fluxo laminar para o preparo das amostras.

O espectro de absorcdo da nanoemulsdo contendo ftalocianina de
cloro- aluminio 45,89 uM.L™ (Figura 3), foi determinado para a preparagéo do
fotossensibilizador. Os valores de tamanho, polidisperséo e potencial eletrénico
da nanoemulsédo vazia (Tabela 1) e da AICIPc (Tabela 2) foram verificadas,
observando-se que a maior absorvancia de luz da AICIPc se deu no
comprimento de onda entre 650-700 nm, aproximadamente. Posteriormente, a

AICIPc foi processada para o procedimento.

3 Cristalia, S0 Paulo-SP
* Isofarma- Eusébio-CE
® Descarpack- llhota-SC.
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Figura 3- Espectro de absor¢do da nanoemulsdo contendo ftalocianina de

cloro-aluminio 45,89
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Tabela 1- Valores de tamanho, polidispersdo e potencial eletrénico da

nanoemulsao vazia.

Data Tamanho (nm) indice de Potencial
polidispersao eletrénico (mV)
08/09/14 228,2 0,296 -51,5
28/10/14 224,8 0,282 -52,1

Tabela 2- Valores de tamanho, polidispersdo e potencial eletrénico da
nanoemulsao com ftalocianina de cloro-aluminio.

Data Tamanho (nm) indice de Potencial
polidispersédo eletronico (mV)
08/09/14 2117 0,215 -52,5
28/10/14 218 0,245 -53,7

A incidéncia da luz foi realizada por meio de um dispositivo com o0

sistema BTH Quantum Tech. Este sistema de luz é continuo (CW), com uma

poténcia total na fibra 6ptica ao redor 0,3 W e comprimento de onda na faixa do
visivel (de 630 a 650 nm).

O calculo da dose e poténcia, bem como o tempo de irradiagdo sobre a

area de incidéncia, foi realizado de acordo com o tamanho da placa de cultivo e

a area a ser incidida pela luz (Tabela 3).
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Tabela 3- Medidas obtidas da luz visivel de acordo com a area a ser incidida na
placa contendo sangue parasitado.

Medidas Resultado
Area de irradiacéo (cm?) 1,5
Comprimento de onda (nm) 630
Dose (J/cm?) 50
Poténcia (mW) 136
Tempo de irradiacdo (min) 11

Apés a organizacdo do material, as amostras foram manipuladas de

acordo com grupos pré-definidos.

4.4.2 Preparacdo das amostras dos grupos parainoculacéo

Os grupos de amostras (in vitro) foram preparados de forma que fossem
organizadas em trés grupos, citados na Tabela 4. Todo o processo foi realizado

em fluxo laminar, com material estéril.

Tabela 4- Grupos utilizados com o respectivo tratamento.

Grupos Tratamento

Foram utilizados 21 mL de sangue canino negativo
para Leishmania infantum chagasi. Este volume foi
Grupo 1 dividido em 12 pocos de 1,5 cm de diametro, em
(grupo saude) uma placa de cultivo celular, constituida por 24
pocos, contendo 1,75 mL de sangue em cada.
Imediatamente apés, a placa foi mantida sobre um
homogeinizador por 11 minutos.

Foram aspirados 21 mL de sangue canino de uma
bolsa positiva para Leishmania infantum chagasi, e
Grupo 2 distribuidos em 12 pocos em placa de cultivo celular
(grupo doenca) do mesmo tamanho do grupo 1, sendo que em cada
poco permaneceu com um volume de 1,75 mL do
sangue. A placa foi mantida sobre um
homogeinizador pelo mesmo tempo.

Foram colocados 1,75 mL de sangue canino positivo
para Leishmania infantum chagasi e adicionado 191
ul de ALCIPc na concentracdo 45,84 uM
(concentracdo final de 5 uM da solugédo), sendo
entdo distribuidas em 12 pocos de 1,5 cm de
Grupo 3 didmetro, no mesmo tipo de placa de cultivo celular
(grupo tratamento) dos grupos anteriores, totalizando 21 mL de sangue
e 2,3 mL de nanoemulsdo. A partir dai a placa foi
colocada sobre um homogeinizador e, em seguida,
incidida uma luz visivel num comprimento de onda
de 630 nm, em uma poténcia de 136mW, na dose de
50J/cm? durante 11 min.
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4.5 Inoculagcdo em hamster

Apbs o processo da preparacdo das amostras dos diferentes grupos,
estas foram inoculadas nos hamsters. Cada animal recebeu 3,5 mL de sangue
via intraperitoneal (FREITAS et al., 2006), dos diferentes tratamentos, sendo
gue cada grupo possuia seis animais, totalizando 18 hamsters.

Realizada a inoculacdo, os hamsters foram colocados em caixas de
experimento de propileno tamanho 41x34x16cm, contendo maravalha de Pinus
sp esterilizada, com tampa, separados por grupos, sendo trés animais por
caixa. Os animais forma alimentados com ragcdo comercial para a espécie
(Puro Lab 22PB®) e agua ad libitum e foram diariamente observados no horario
da alimentacéo. A troca de maravalha era realizada duas vezes por semana e,
nesse momento, era realizado o exame clinico.

Todos os animais foram mantidos no Biotério da Universidade Regional
do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul - UNIJUI, em ambiente
climatizado, na temperatura média de 22°C, durante 180 dias, sendo feita a

eutanasia em um animal de cada grupo aos 90 dias ap0és inoculagao.

4.6 Testes diagnosticos

Aos 90 dias de experimento, foram realizadas eutanasias em trés
animais, um de cada grupo, para a coleta de material, com o objetivo de
acompanhar além da observacéo clinica, o reflexo da inoculagdo do sangue
parasitado com a Leishmania infantum chagasi, e do sangue que recebeu o
tratamento da luz visivel associado a AICIPc, neste periodo de tempo.

Os hamsters foram anestesiados com associagdo de quetamina’
(200mg.kg-1) e xilazina® (10mg.kg-1), pela via intraperitoneal, seguindo o
protocolo de Faria Neto e Santos (2008). Logo ap6s o efeito do plano
anestésico, foi realizada a exsanguinacdo por meio de puncéo intracardiaca,
seguindo o método de eutanasia descrito por Silva e Bessa (2008). O sangue

® puro Trato. Santo Augusto-RS
’ Syntec, Santana de Parnaiba-SP
® Syntec, Santana de Parnaiba-SP
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foi acondiconados em microtubos® e o sangue foi centrifugado a 4000rpm, por
cinco minutos, para obtencdo do soro e posterior congelamento a -30°C.

A seguir, procedeu-se a coleta do figado, baco e medula d&ssea.
Impressdes de fragmentos do figado e baco foram realizadas em laminas de
microscopia e coradas com Diff Quick. Ap@s, parte desses tecidos foram
acondicionados em um frasco contendo formalina tamponada 7,5%, para a
posterior realizacdo de exame histoldgico. O restante dos fragmentos destes
orgdos e a medula Ossea foram acondicionados em microtubos livres de
DNAse e RNAse®? e congelados a -30°C.

As amostras de soro e os fragmentos de tecido foram enviados ao
Laboratério de Imunodiagnostico e Biologia Molecular — Zoonoses da UNESP-
Botucatu, para realizacdo do Teste de Aglutinacéo Direta, PCR e qPCR. Para
analise histologica, os 6rgaos foram encaminhados ao Laboratério de Patologia
da Universidade Regional do Noroeste do Rio Grande do Sul - UNIJUI.

Passados 180 dias da inoculagéo, foi realizada a eutanasia, coleta de
sangue e 6rgados de todos os hamsters (cinco de cada grupo), e 0s materiais

encaminhados aos laboratérios seguindo o mesmo procedimento dos 90 dias.

4.6.1 Diagnéstico parasitologico: citopatoldgico

O baco e figado foram utilizados para a realizacdo do diagnédstico
citopatolégico, por meio da confeccdo de laminas pela aposicdo de tecido
(imprint) e coradas utilizando corantes do tipo Romanoswski. A pesquisa das

formas amastigotas de Leishmania foi realizada de acordo com Laurenti (2009).

4.6.2 Diagndstico histologico

Os fragmentos foram fixados em solucao de formol a 7,5% tamponada,
armazenado por, no minimo, 48 horas, para processamento histolégico de

rotina. Os fragmentos passaram por diferentes banhos que incluiram: alcool,

° Eppendorf do Brasil Ltda, S&o Paulo-SP.
% Kasvi, Curitiba-PR.
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xilol e, ao final, parafina, em um processador de tecidos Lupetec PT 05%**. Na
sequéncia, os fragmentos foram colocados em bloco de parafina para serem
cortados na espessura de 3-4 um e posteriormente corados pela Hematoxilina-
Eosina (HE). Em seguida, o material foi analisado em microscépico 6tico em
aumento de 100 e 400x.

4.6.3 Diagndstico sorologico

As amostras de sangue coletadas pela puncdo intracardiaca foram
colocadas em tubos e imediatamente centrifugadas a 4500rpm por cinco
minutos e o soro congelado a -30°C, posteriormente, enviadas ao laboratério

para a realizacdo do teste de aglutinacao direta.
4.6.3.1 Teste de Aglutinacédo Direta

O antigeno foi produzido pelo Laboratério de Imunodiagnostico e
Biologia Molecular — Zoonoses, no Departamento de Higiene Veterinaria e
Saude Publica da FMVZ-UNESP, Botucatu, cultivando formas promastigotas
de L. major, por sete dias em meio NNN (Neal, Novy, Nicolle) e LIT (Liver
Infusion Triptose). Os parasitas foram centrifugados a 4000g a 4°C por 15
minutos. Em seguida, o pellet foi lavado cinco vezes por centrifugacdo e
ressuspenséao (3200g, 4°C, 10 minutos) em solugcao de Locke gelada (mantida
a 4°C), sendo entdo pesado o pellet. Foi adicionada solugéo de Locke 0,4% de
tripsina, e mantida a essa proporc¢éo de 19 vezes o volume inicial de pellet.

O antigeno foi incubado por 45 minutos a 37°C. Entdo, foi lavado
novamente com a solucéo Locke por cinco vezes e realizada a ressuspensao
até obter uma concentracdo de 2x10° /mL do parasita. Foi adicionado igual
volume de formaldeido 2% em solucdo de Locke de maneira a se obter a
concentracdo final de 10® promastigotas/mL. A solucéo foi incubada overnight
por 16 horas a 4°C e entdo lavada duas vezes com solucéo fisiologica gelada
(3200g a 4°C por 10 minutos). Adicionou-se 0,02 de azul de comassié, diluido

em solucgdo fisiolégica por 90 minutos, sob agitacdo lenta. As promastigotas

" Lupetec, S&o Carlos-SP.
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foram entdo lavadas mais duas vezes com solugédo fisiolégica gelada, de
maneira a ressuspender o pellet e obter uma concentracdo final de 10°
promastigotas/ml, em solucéo fisioldgica contendo formalina 1%. O antigeno foi
estocado a 4°C, até o uso.

O soro dos hamsters foi diluido de forma que recebeu um tratamento
com 2-mercaptoetanol 20M, e com solucédo fisiologica com SFB (soro fetal
bovino) 1%. Foram preparadas diluicbes de 1:20 a 1:520 e, em seguida, as
amostras foram incubadas a 37°C por uma hora. Adicionou-se um volume igual
(50 pl) em cada poco e mantidos overnight por 16 horas na temperatura
ambiente. A leitura final foi realizada, estimando-se a diluicdo onde h& o ponto

azul claro idéntico ao observado no controle (com saliva e antigeno).

4.6.4 Diagnostico molecular

4.6.4.1 PCR convencional

Os primers utilizados para a PCR convencional foram:
-150: 5" GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(C/G)CGAA 3’
- 152: (C/G)(C/G)(C/G)(A/T)CTAT(A/T) TTACACCAACCCC 3

O perfil de ciclagem foi realizado primeiramente com a desnaturagéo
inicial & temperatura de 95°C por cinco minutos, seguidos da execuc¢éo de 29
ciclos realizados a 95°C por um minuto; 55°C por 30 segundos e 72°C por 10
segundos. A extensdo final foi utilizada a temperatura de 72°C por cinco

minutos.

4.6.4.2 PCR Quantitativa em Tempo Real (QPCR)

A extracdo de DNA foi realizada com o Kit lllustra Tissue® & Cells

Genomic Prep Mini Spin®*?

, o laboratério de Imunodiagndéstico e Biologia
Molecular-Zoonoses da FMVZ-UNESP, Botucatu, com algumas adaptacdes
previamente padronizadas. A extracdo foi realizada a partir de 50 mg de
amostras de tecido dos hamsters (baco, figado e medula 6ssea), seccionados

em pequenos fragmentos com laminas para bisturi estéreis. Foi adicionado

2 GE HealthCare, EUA
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1mL de solucdo salina tamponada em fosfatos (PBS-phosphate buffered
saline) 7,2pH. Centrifugou-se a 12600g por um minuto. O sobrenadante foi
descartado com auxilio de pipeta, adicionado 50uL de PBS e o conteudo foi
homogeneizado por um minuto com o Biovortexer. Adicionou-se 50 pL de
solucdo de lise 1, e 10 pL de proteinase K (20mg/mL). Agitou-se em voértex™
por 15 segundos. Incubou-se a 56°C por uma hora em banho-maria, seguido
da adicdo de 500 pL de solucdo de lise 4. Agitou-se novamente, em vortex, por
15 segundos. Incubou a temperatura ambiente, sob agitacdo, por 10 minutos.
Toda a amostra foi aplicada na coluna do tubo coletor. Centrifugou-se a 104009
durante um minuto. O liguido do tubo coletor foi desprezado e, em seguida,
adicionou-se 500 pL da solucéo de lise 4. Centrifugou-se a 10400g durante um
minuto. O liquido do tubo coletor foi desprezado. Adicionou-se 500 pL do
tampdo de lavagem. Centrifugou-se a 10400g durante trés minutos. A coluna
foi transferida para microtubo de 1,5 mL livre de DNAse e RNAse. Adicionou-se
200 pL de tampéo de eluicdo a 70°C. Foi esperado um minuto e centrifugou-se
por 10400g por um minuto. Apos esta etapa, o DNA extraido foi mantido a 4°C
para estabilizacdo e, posteriormente, congelado a -20°C.

A leishmania major foi Gtil como controle positivo, cultivadas em meios
LIT e NNN, as quais foram contabilizadas em camara de Neubauer, obtendo
1,4. 10 parasitas/mL. Esse controle foi extraido e diluido nas proporcées 10°,
107,107,107, 10™.

As amostras foram submetidas a PCR quantitativa em tempo real,
realizadas em duplicata, utilizando o sistema SYBR®Green, com o programa
StepOneTM Plus Real Time PCR System equipment (Applied Biosystem®
Foster City, Califérnia, USA) (Figura 4) e foram utilizados primers descritos por
Passos et al. (1999), que correspondem a 150: 5'
GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(C/G)CGAA 3 e 152: 5'
(C/IG)(C/G)(C/IG)(AIT)CTAT(A/T) TTACACCAACCCC 3. O volume final do
ensaio foi de 20 pL, constituiu de 10 pL de Power Syber®Green PCR master
Mix (Applied Biosystems®, Foster City, California, USA), 0,2 uL de cada primer
(10pmoal), 2 pL de DNA e 7,6 yL de agua ultra-pura. As seguintes condicdes
foram utilizadas: 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos,

B KA, Campinas — S&o Paulo
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60°C por um minuto e uma etapa para a curva de dissociacdo de 55 minutos
(60°C a 95°C). Os sinais fluorescentes foram obtidos durante a etapa de ciclos
de amplificacdo. Além das curvas de amplificacdo, as curvas de dissociagdo

(melting curve) também foram analisadas.

Figura 4- Aparelho Applied Biosystem® utilizado para a realizagdo da qPCR.
Fonte: Beck, 2015

4.7 Analises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise da estatistica descritiva e da
variancia (ANOVA). O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado
com 3 tratamentos (grupo saude, grupo doenca e grupo tratado) com 5
repeticdes e teste de médias por Tukey a 5% de probabilidade de erro. Para
estas analises foi empregado o software GENES (CRUZ, 2006).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacéo clinica

Os hamsters do grupo que foi inoculado com o sangue infectado com a
Leishmania infantum chagasi, e do grupo que recebeu o sangue tratado com
luz visivel associada a AICIPc, ndo apresentaram nenhum dos sinais clinicos
associados a infeccdo parasitaria como emagrecimento, lesées cutaneas ou
ascite até os 180 dias em que foram observados. Apesar de hamsters serem
um modelo ideal para a replicagdo da leishmaniose, segundo Souza et al.
(2001), nem sempre ocorre a demonstracéo de sinais clinicos.

Por outro lado, Oliveira et al. (1993) relataram que se faz necesséario um
periodo de 2 a 12 meses para que um céao infectado desenvolva sinais clinicos,
e 0 periodo de incubacdo observado em condigcBes experimentais pode
alcancar até 25 meses, o que pode ter ocorrido neste caso, ja que os hamsters
mimetizam a enfermidade da espécie canina.

Ao contrario do presente trabalho, Sacco (2013), que também
desenvolveu em seu experimento a inoculacdo de sangue positivo para
Leishmania em hamsters, e encontrou sinais de emagrecimento aparente apds
120 dias de inoculagdo. No entanto, observou que o grupo de hamsters que
recebeu sangue tratado por terapia fotodinAmica (luz ultravioleta associada a
riboflavina), ap6és o mesmo periodo, ndo apresentou sinais clinicos evidentes
da infeccéo pelo parasita.

Como ja constatado por Awasthi et al. (2004), a resposta imune anti-
leishmania demonstra ser dependente do gendtipo do hospedeiro de modo que
algumas linhagens puras de rato s@o suscetiveis enquanto outras s&o
resistentes. A resisténcia é conferida pelas células T-helper tipo 1 (Thl)
enquanto a susceptibilidade é conferida por células Th2.

As células T desempenham papel central na imunidade pela producdo
de citocinas e a interacdo com macréfagos infectados. Trabalhos

demonstraram que caes cronicamente infectados com leishmaniose
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apresentaram menor numero de células T, bem como a reducédo da funcéao,
guando comparados com cédes nao infectados (ROSYPAL, 2005).

As células Thl secretam IL-2 e IFN-8, porém Th2 secretam IL-4, IL-5 e
IL-10. Desta forma, tem sido demonstrado que o IFN-6 ativa macrofagos para
expressar INOS2 (oxido nitrico sintase induzivel), enzima que catalisa a
formacgédo de Oxido nitrico, que destréi as amastigotas intracelulares (AWASTHI
et al., 2004).

5.2 Diagnéstico parasitologico: citopatolégico

Neste trabalho no que diz respeito a possibilidade de recuperacao das
formas amastigotas, tanto no interior das células, bem como para fora delas
aos 180 dias logo depois da inoculacdo, por conta disso considerou-se
negativa. Esses resultados reproduzem os encontrados por Laurenti (2009).

De fato, a especificidade desse método é de 100%, mas a sensibilidade
depende do grau do parasitismo, do tipo de material biol6gico, da forma do
processamento e coloracdo, além do observador. A sensibilidade pode ser de
60% em amostras de medula éssea, e menos de 30% de linfonodo (FERRER,
1999).

Laurenti (2009) afirma que quando o parasitismo € intenso nao ha
problemas para um diagnostico rapido e seguro; no entanto, em animais
assintomaticos, poucas formas amastigotas estdo presentes nos tecidos,
tornando o diagndstico parasitoldgico dificil e duvidoso. Como neste estudo os
animais ndo apresentaram sinais clinicos até a coleta de 6rgaos, pode ter
ocorrido pouco parasitismo nos tecidos, dificultando o diagndstico por este

método.
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5.3 Diagnéstico patolégico

5.3.1 Anélise macroscopica

O baco e o figado foram analisados macroscopicamente aos 90 dias
apos inoculacédo, e ndo apresentaram alteracbes de aumento de tamanho ou
cor, comparando o grupo controle com os demais. No entanto, apds 180 dias
de inoculacdo, em alguns casos, 0s animais apresentaram alteracbes como
esplenomegalia e hepatomegalia (Figura 5). Stanley e Engwerda (2007)
descrevem que a esplenomegalia € uma das alteracbes relevantes na

leishmaniose.

Figura 5. Apresentacdo do percentual de oOrgdos com alteracdes
macroscopicas dos grupos.
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Esplenomegalia Hepatomegalia

Martins et al. (2015), identificaram em caes naturalmente infectados e
sintomaticos, esplenomegalia com espessamento das bordas, aspecto rugoso
e irregular da superficie e coloracdo vermelho escura, sugerindo um quadro de
congestao.

Nos 6rgdos examinados, foi observado na maioria do grupo doenca a
esplenomegalia, sendo que também o baco se encontrava rugoso e de
superficie irregular, além da coloracdo mais escura, comparado com 0 grupo
saude. Sacco (2013) em seu experimento percebeu que apds 120 dias de
inoculagdo do sangue infectado com Leishmania, os hamsters apresentaram
hepato e esplenomegalia.

Romaéo (2008) descreveu em seu trabalho, que hamsters inoculados no

coxim plantar com diferentes cepas de Leishmania (V.) braziliensis
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apresentaram patogenicidade e infectividade distintas, além de demostrarem
capacidade de visceralizacdo em linfonodo, figado e baco. Percebeu que apos
120 dias de inoculacdo, trés animais dos 12 analisados, apresentaram

alteracbes macroscopicas de baco, com nédulos de aspecto caseoso ao corte.

5.3.2 Andlise histolégica

Exames histolégicos do baco e figado foram realizados apds 90 e 180
dias de inoculacao, afim de verificar a presenca ou nao de formas amastigotas
de Leishmania e as possiveis alteracbes, de acordo com os grupos saude,
doenca e tratado com a luz visivel associada a AICIPc. Apesar dos cortes de
tecido ndo apresentarem formas amastigotas, foram percebidas algumas
variagdes nas amostras, descritas na Tabela 5 e 6.

Tabela 5 - Resultados dos exames microscopicos do baco e figado nos
diferentes grupos apoés 90 dias de inoculacdo em hamsters.

Grupos Bago Figado

Salde Raros macrofagos com | Infiltrado  inflamatério leve,
citoplasma espumoso em area | composto por macréfagos e
subcapsular. alguns linfécitos distribuido de

forma multifocal e aleat6ria;
area focal de vacuolizacdo do
citoplasma de hepatécitos.

Doenca Sem alteracoes. Infiltrado inflamatorio leve
multifocal aleatério composto de
macrofagos e alguns linfécitos.

Tratamento | Sem alteracoes. Infiltrado inflamatério leve
multifocal aleatério composto de
macrofagos e alguns linfocitos.
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Tabela 6 - Resultados dos exames microscopicos do baco e figado nos
diferentes grupos apds 180 dias de inoculacéo.

Grupos Baco Figado
Saude Congestéo multifocal | Congestdo multifocal moderada.
moderada a difusa, | Infiltrado multifocal leve mononuclear
hemossiderose discreta a | (plasmécito, macréfago, linfocito).
multifocal
Doenca Congestao difusa acentuada Infiltrado de macréfagos, multifocal
moderado, raros linfocitos,
congestao multifocal moderada
Tratamento | Congestéo difusa acentuada Congestdo multifocal de leve a
acentuada. Infiltrado  leve a
moderado de macréfagos multifocal
aleatorio

Aos 180 dias, o bago demonstrou sinais de congestéo na histopatologia,
0 que nao ocorreu aos 90 dias, alteracdo que ja havia sido evidenciada na

analise macroscopica.

De acordo com Stanley e Engwerda (2007), o baco é um local inicial
para a geracdo de respostas imunitarias mediadas por células, mas torna-se
um sitio de permanéncia do parasita associadas a alteragdes
imunopatoldgicas, que incluem esplenomegalia e uma quebra na arquitetura do
tecido, contribuindo para o estado imunocomprometido do hospedeiro.

Nesse caso nao foram observados parasitas apos 6 meses de
inoculacéo, o que, de acordo com Santana et al. (2008), ndo descarta o
diagndstico de leishmaniose, pois 0 exame histopatolégico do baco, apresentou
uma sensibilidade de 14% em um grupo de 72 caes infectados. Por outro lado,
Moreira et al. (2007), na analise desse o6rgdo, perceberam 38,13% de
sensibilidade para caes assintomaticos. Segundo Santana et al. (2008), a
distribuicdo parasitaria no baco € geralmente irregular, podendo ser uma
justificativa das amostras negativas do presente trabalho.

Martins et al. (2015) descrevem que o0s animais sintomaticos
apresentaram uma maior deposicao de colageno e fibrogénese intensa no
baco, que pode estar associada ao maior parasitismo tecidual encontrado e a
processos degenerativos decorrentes da doenca. Esses resultados ndo foram
vistos nos 6rgdos analisados dos hamsters, provavelmente por serem animais

assintomaticos.
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Ainda de acordo com Martins et al. (2015), as alteracbes
histopatolégicas observadas no baco de cdes sdo o0 espessamento e
inflamacdo da capsula, a hiperplasia e hipertrofia da polpa branca e da
vermelha, tanto nos animais sintomaticos como nos assintomaticos. O autor
descreve que, em alguns casos, foram encontradas congestdo da polpa
vermelha, deposicdo de pigmentos de hemossiderina e deplecdo da bainha
periarteriolar na polpa branca.

Tasca et al. (2009) complementaram em seu trabalho, que realizando
andlise histopatolégica em tecidos esplénicos de caes sintomaticos
naturalmente infectados com L. infantum chagasi, observou-se aumento de
macrofagos, plasmaocitos e células gigantes, além de intensa proliferacdo de
linfécitos, extensas areas hemorrdgicas e algumas necrosadas. Em alguns
cades foi demonstrado que o tecido encontrava-se completamente
desestruturado, sem separacdo nitida da polpa vermelha da branca, com
intensa infiltracdo de macrofagos infectados. Contudo, no presente estudo,
apenas a congestao difusa acentuada, sem presenca de formas amastigotas
de Leishmania, foi observada.

As amostras de tecido hepatico analisadas aos 90 dias demonstraram
um quadro inflamatorio e, aos 180 dias, sinais de congestdo e infiltrados de
células de defesa, porém sem a inclusdo de formas amastigotas de
Leishmania. Moreira et al. (2007) descrevem gque o0 exame histopatolégico
realizado em amostras de figado corados com HE, revelaram sensibilidade de
13,04%. Isto contribui para explicar o resultado negativo obtido nas amostras
do presente estudo.

Romédo (2008) descreve que no figado observam-se infiltrados
inflamatorios focais contendo macrofagos, eosinéfilos e linfécitos e alguns
macréfagos que exibem inclusdes citoplasméticas sugestivas de Leishmania.
Apesar de nao terem sido observadas inclusbes de amastigotas, foi detectada
a presenca de infiltrado mononuclear nos tecidos hepaticos analisados,

principalmente macrofagos.

Como ja citado, estudos sobre a progressao da LV em ratos destacam
gue o baco e o figado apresentam padrbes distintos de resposta imune e de
controle do parasita. A infeccdo no baco € mantida durante todo o curso da
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doenca. Ja a infeccdo do figado € resolvida por meio da formagdo de
granulomas, que sdo caracterizados por células de Kupffer parasitadas,
rodeadas por inimeros linfocitos. E demonstrado que apds 8 semanas de
infeccdo, as formas amastigotas sdo minimas em granulomas (LOEUILLET et
al., 2016)

O desenvolvimento progressivo da fisiopatogenia esplénica esta
intimamente associado com altos niveis de TNF e IL-10. Um balanco
imunoldgico determina as respostas que efetivamente promovem a depuracéo
do parasita no figado, ao passo que promove patologia no baco (STANLEY;
ENGWERDA, 2007).

Uma hipdtese para os resultados negativos nas amostras analisadas
nesse exame, € gque o0s hamsters utilizados no presente estudo foram
assintomaticos, o que torna a perspectiva do diagndstico histotolégico menor,
além da baixa probabilidade de encontrarmos formas amastigotas de

Leishmania infantum chagasi, neste exame.

5.4 Diagndstico soroldgico

5.4.1 Teste de Aglutinacéo Direta

As amostras sorolégicas encaminhadas para o teste de aglutinacdo
direta ndo apresentaram titulacdo em nenhum dos hamsters dos 3 grupos,
tanto aos 90 como 180 dias apds a inoculacao.

Apesar da RIFI ser um teste bastante utilizado e recomendado pelo
Ministério da Saude, neste estudo optou-se pelo uso do DAT. Uma das maiores
vantagens que o teste apresenta é a ndo utilizacdo de um conjugado de
imunoglobulina espécie-especifico, podendo ser Util em casos de infecgbes
naturais e experimentais de mamiferos (GARCEZ et al., 1996).

Assis et al. (2015) demonstraram que DAT é um dos testes imunol6gicos
gue poderia substituir a RIFI, atualmente adotada pelo Ministério da Saude do
Brasil, para o diagnéstico de LV. O teste foi validado no pais e demonstrou alto
desempenho, com sensibilidade e especificidade estimadas em 98%.
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Outra vantagem do teste, é que o uso do antigeno liofilizado permite que
seja armazenado a temperatura ambiente, o que faz com que se constitua
numa valiosa ferramenta de diagnostico para utilizagdo a campo (MEREDITH
et al.,1995).

Mesmo considerado sensivel, o teste ndo demonstrou titulos de
anticorpos em nenhum dos hamsters analisados neste estudo, nem mesmo no
soro de animais inoculados com sangue parasitado com Leishmania infantum
chagasi, tanto aos 90 dias como em 180 dias. O resultado sugere que o teste
soroldgico ndo é o mais indicado para o diagnostico de leishmaniose visceral,
sendo necessario outros mais especificos.

Laurenti (2009), cita que a soroconversao pode ocorrer trés meses apos
infecg@o. Ferrer (1999) complementa que ao avaliar o resultado de um teste
soroldgico, deve ser considerado que este ndo tem 100% de sensibilidade, pois
alguns cées, especialmente nas fases iniciais, S&o soronegativos.

O desempenho insatisfatorio dos métodos de diagndstico da
leishmaniose visceral canina tem sido destacado por Faria e Andrade (2012),
pois subestimam o numero de cées infectados, dificultando assim o controle da
doenca. Por essa razdo, ao longo de muito tempo vem se estudando sobre a
gualidade do diagnéstico da leishmaniose visceral canina em inquéritos
epidemiolégicos.

Diante disso, SILVA et al. (2014) descrevem que somente um método
diagnostico ndo é suficiente para identificar todos os cées positivos com LVC,
principalmente os assintomaticos. Por isso é necesséaria a associagdo de dois
ou mais testes, sugerindo que o método imunocromatografico rapido,
associado ao ELISA ou RIFI para a investigacdo dessa enfermidade, sdo os
mais indicados para uma maior sensibilidade no diagndéstico, principalmente
dos cées sintomaticos.

Os hamsters em estudo ndo manifestaram sinais clinicos, o que
possivelmente justifica o resultado do exame sorolégico ser negativo para
Leishmania infantum chagasi, mesmo no grupo doenca, reforcando a
necessidade de mais de um teste para o diagndstico da leishmaniose.

Faria e Andrade (2012) discutem ainda as perspectivas com relacdo as
novas tecnologias e antigenos para o diagnéstico da LVC, porém estes

apresentam dificuldades na aplicacdo pratica. Existem atualmente varios
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métodos para o diagndstico canino que empregam diversos antigenos, mas
ainda nao esta disponivel um antigeno altamente especifico e que seja
empregado com um método de facil execucdo. Por essa razéo o diagnéstico da
LVC ainda é um desafio, apesar dos progressos observados no

desenvolvimento de varios métodos diagndsticos.

5.5 Diagnéstico molecular

5.5.1 PCR convencional

Aos 90 dias de inoculacdo o resultado das analises pela PCR, das
amostras de figado, baco e medula 6éssea de um animal de cada grupo, foram
negativas. Por outro lado, aos 180 dias, os resultados demonstraram que o
parasita estava presente na maioria das amostras do grupo que recebeu
sangue parasitado com Leishmania infantum chagasi (Tabela 7) e também, do
grupo que recebeu o0 sangue que passou por terapia com luz visivel associada
a AICIPc (Tabela 8):

Tabela 7- Resultados da PCR convencional, aos 180 dias, dos hamsters do
grupo inoculado com sangue parasitado com Leishmania infantum chagasi, das
amostras de baco, figado e medula éssea.

Hamsters Bago Figado Medula 6ssea
1 Positivo Negativo Positivo
2 Positivo Positivo Positivo
3 Positivo Positivo Positivo
4 Positivo Positivo Positivo
5 Positivo Positivo Positivo

Tabela 8- Resultados da PCR convencional, aos 180 dias, dos hamsters do
grupo inoculado com sangue tratado com luz visivel associada a AICIPc, das
amostras de baco, figado e medula éssea.

Hamsters Baco Figado Medula 6ssea
1 Positivo Positivo Positivo
2 Positivo Negativo Positivo
3 Positivo Positivo Positivo
4 Positivo Positivo Positivo
5 Positivo Positivo Positivo
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Ferrer (1999) cita que as técnicas moleculares como a PCR sdo muito
Uteis no diagnostico de leishmaniose, no acompanhamento de pacientes
durante e apos o tratamento e na identificacdo da espécie de parasita. Neste
caso nao foi possivel avaliar se a terapia com luz visivel e AICIPc foi eficaz,
necessitando de uma técnica quantitativa como a gPCR.

Apesar do figado ser um dos 6rgdos hematopoiéticos, o que permite a
realizacdo da PCR no diagnéstico de leishmaniose, identificou-se neste estudo,
duas amostras negativas, de um total de 10 analisadas.

Baneth e Aroch (2008) perceberam que a PCR realizada em diferentes
tecidos de caes infectados mostraram resultados variaveis e divergentes. Isso
poderd ser explicado em parte por uma distribuicdo heterogénea dos parasitas
em cada tecido ou 6rgao parasitado, devido ao tropismo da cepa e a resposta
imune local, o que pode justificar o resultado negativo de algumas amostras de
figado.

As andlises realizadas pela PCR da medula 6ssea dos hamsters, foram
positivas, tanto do grupo doenca como 0 que recebeu sangue tratado, néo
sendo demonstrado se houve o efeito da luz visivel associada a AICIPc neste
orgao, reforcando a necessidade da realizacdo da gPCR.

Maia et al. (2009) descrevem que a PCR para medula 0ssea tem
sensibilidade de 89,7% e 100% de especificidade. Resultados semelhantes
foram observados por Ferrer (1999), que comprovou que a técnica demonstra
elevada sensibilidade e especificidade proximo de 100%, com aspirados de
medula 6ssea.

Lachaud et al. (2002) reforcam que a sensibilidade do teste varia de
acordo com a amostra, o que pdde ser evidenciado nos grupos desse trabalho,
na medida em que, nas analises, 0 baco e a medula éssea apresentaram-se
mais sensiveis do que o figado.

Manna et al. (2004) afirmam que, em amostras de pele de céaes
aparentemente saudaveis, as analises da PCR foram positivas. Isso sugere
gue, independentemente da presenca de lesdes cutaneas, a PCR de bidpsia
de pele representa um bom substrato para o diagnéstico e acompanhamento
da leishmaniose visceral canina.

Moreira et al. (2007) demonstraram que a PCR é 100% sensivel em

caes sintomaticos; 96 e 95,65% para grupos oligosintomatico e assintomatico
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respectivamente, tendo 100% de especificidade. Nas amostras verificadas
neste estudo, nao foi encontrado 100% de positividade nos 6rgaos analisados,
e uma provavel justificativa estaria relacionada ao fato dos hamsters n&o serem
sintomaticos.

Baneth e Aroch (2008) ressaltam que a eficacia da técnica da PCR ainda
depende de diferentes fatores como primers, método de extracdo, material
biolégico e o protocolo. De um modo geral ha uma grande variagdo na
sensibilidade do método, particularmente no que se refere ao método de
extracdo, das amostras utilizadas e do tempo de infeccdo (LACHAUD et al.
2002; IKONOMOPOLUS et al. 2003; MANNA et al. 2004).

Maia et al. (2007) sugerem que a PCR seja um exame complementar
aos soroldgicos, indicacao corroborada por este estudo, que demonstrou que o
exame imunoldgico utilizado, resultou em auséncia de titulacdo, em todos os

animais.

5.5.2 PCR Quantitativa em Tempo Real (QPCR)

Apés 90 dias de inoculacédo, amostras de baco, figado e medula 6ssea
foram analisadas pela técnica da gqPCR, de um hamster de cada grupo, e nédo
foi detectado o DNA da Leishmania infantum chagasi no grupo controle saide
(G1) em nenhum dos 6rgaos, ao passo que no grupo que foi inoculado o
sangue parasitado (G2) apenas no figado ndo foi encontrado o parasita. Por
outro lado, no G3, que recebeu o tratamento com luz visivel e AICIPc, apenas o
baco apresentou resultado negativo, porém o figado teve a carga parasitaria
mais alta desse tempo de inoculacdo, comparando com os érgaos dos demais
grupos nos diferentes tratamentos (Tabela 9).

Tabela 9- Resultados da carga parasitaria/mL, avaliados pela técnica da qPCR,
no baco, figado e medula éssea, de um hamster de cada grupo apds 90 dias
de inoculagéao.

Grupos Baco Figado Medula 6ssea
Saude Negativo Negativo Negativo
Controle 84,78/mL Negativo 46,49/mL
Tratamento Negativo 158,81/mL 65,64/mL
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Apo6s 180 dias de inoculagdo foram realizadas as analises do baco,
figado e medula 6ssea, pela qPCR. O resultado demonstrou a presenca do
parasita nos érgaos analisados de todos os hamsters do grupo inoculado com
Leishmania infantum chagasi e do tratado com luz visivel e AICIPc.

Neste tempo, a somatéria da média da carga parasitaria dos O6rgaos
linfoides (baco, figado e medula 6ssea) no grupo doenca foi de 9,03 x 10*(/mL),
€ no grupo que recebeu a terapia com luz visivel associada a AICIPc resultou
5,75 x 10*(/mL). Logo, foi demonstrado que houve reducdo de 36% do niimero
de parasitas no grupo tratado. A analise da variancia foi realizada para
identificar diferenca entre os grupos. Na ocorréncia da significancia da ANOVA
(P<0,01) foi realizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Hamsters que receberam sangue de c&o positivo para Leishmania
infantum chagasi, tratado com 191 ul de nanoemulsédo AICIPc na concentracéo
45,84 M, associada a exposi¢cdo de luz visivel no comprimento de onda de
630 nm, em uma poténcia de 136mW, na dose de 50J/cm? e com tempo de
radiacdo de 11 minutos, apresentaram menor carga parasitaria que o0s
hamsters que receberam sangue de cdo positivo para Leishmania infantum
chagasi sem tratamento, nos 6rgaos analisados.

Foi verificado que, mesmo sendo significativa a reducdo da carga
parasitaria nos 6rgdos apos a terapia com AICIPc e a incidéncia da luz visivel,
o baco foi o 6rgdo que apresentou maior diferenca entre os dois grupos.
Contudo, foi encontrada a maior média de carga parasitaria no grupo doenca,

aos 180 dias de inoculacao (Tabela 10).

Tabela 10 — Resultados estatisticos da carga parasitaria (/mL) obtida pela gPCR
do bago, nos grupos doenca (G2) e tratado com AICIPc (G3), irradiada com luz
visivel por 11 minutos, num comprimento de onda de 630 nm, apés 180 dias de
inoculacgéo.

Grupo Média Desvio Mediana Minimo Maximo Erro
padréo padréo
Salde 0° 0 0 0 0 0
Doenca 52404,6% 17054,7 51800 36083 78790 7627,1
Tratamento 25660,4° 38706,6 11657 10 94335 17310,1

*Médias seguidas de letra diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Das amostras biolégicas analisadas, o figado foi a que apresentou a
segunda maior carga parasitaria, ocorrendo diferenca significativa entre o grupo
doenca e o tratado. No entanto, foi o 6rgdo que teve a maior média de carga
parasitaria, no grupo que recebeu o tratamento com luz visivel associada a AICIPc
(Tabela 11).

Tabela 11 — Resultados estatisticos da carga parasitaria (/mL) obtida pela gqPCR
do figado, nos grupos doenca (G2) e tratado com AICIPc (G3), irradiada com luz
visivel por 11 minutos, num comprimento de onda de 630 nm, ap6s 180 dias de
inoculacéo.

Grupo Média Desvio Mediana Minimo Maximo Erro
padrao padrao
Saude 0° 0 0 0 0 0

Doenca 32689,0° 9272,1 30333 22725 46787 4146,6
Tratamento 28167,6° 4934,3 26116 23600 34500 2206,7

*Médias seguidas de letra diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5%.

A medula éssea, analisada pela quantificacdo de parasitas, apresentou a
menor media de carga parasitaria no grupo doenga e tratado, comparada ao

baco e figado e a menor diferenca entre os G2 e G3 (Tabela 12).

Tabela 12— Resultados estatisticos da carga parasitaria (/mL) obtida pela gPCR
da medula 6ssea, nos grupos doenca (G2) e tratado com AICIPc (G3), irradiada
com luz visivel por 11 minutos, num comprimento de onda de 630 nm, apds 180
dias de inoculacao.

Grupo Média Desvio Mediana Minimo  Maximo Erro
padrao padréo
Saude 0° 0 0 0 0 0
Doenca 5242,8% 22155 6040 1516 7118 990,8
Tratamento 3656,8° 1530,6 3639 2075 5590 684,5

*Médias seguidas de letra diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Os resultados expressam que ocorreu diminuigéo significativa (P<0,01)
da quantidade de parasitas no grupo tratado com luz visivel associada a
AICIPc, comparado ao grupo que recebeu o sangue parasitado (Figura 6) em
todos os 6rgaos. Em um experimento com aves conduzido por Lopes (2015),
fato semelhante foi observado com esse tratamento (luz visivel associado a

AICIPc), porém na inativagdo da bactéria Borrelia arsenia.
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Figura 6- Médias da carga parasitaria das amostras de 6rgdos analisadas,
obtidas pela analise da qPCR, do grupo doenca e tratado apds 180 dias de
inoculacgéo.
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Escobar et al. (2006) demonstraram que, utilizando terapia fotodinamica
com luz vermelha em um comprimento de onda de 670 nm, associada a
fotossensibilizadores como a ftalocianina de aluminio e de zinco, ocorre a
inibicdo, in vitro, de formas promastigotas de L. chagasi e L. panamensis. No
entanto, ressaltou que para confirmar a utilidade da terapia fotodinamica na
leishmaniose, é impreterivel continuar os estudos testando a fotoatividade
destes compostos em modelos animais.

Embora tenha sido utilizado um comprimento de onda menor que o
estudado por Escobar et al. (2006), foi possivel perceber que a luz visivel
associada a ALCIPc diminuiu a concentracdo dos parasitas em um
comprimento de onda visivel de 630-650 nm, em sangue inoculado no modelo
experimental Mesocricetus auratus.

Poucos estudos tém sido feitos com o tratamento pela luz visivel
associada a AICIPc da Leishmania infantum chagasi, in vivo. Contudo,
inumeros trabalhos com essa terapia foram realizados na leishmaniose
cutdnea, com diferentes espécies do protozoario, demonstrando resultados
favoraveis desse tratamento. Isso incentiva novos estudos, podendo constituir-
se uma linha promissora de implementacdo para a inibicdo ou até mesmo
eliminacdo do parasita no sangue.

Em trabalhos realizados por Pefiaranda (2010) foi utilizada a terapia
fotodindmica associada a ftalocianina de cloro-aluminio em leséo cutanea em

hamsters, provocada pela inoculagdo de L. amazonenses. Todos os animais
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foram curados da lesdo clinica ap6s 12 semanas de terapia, porém nao
ocorreu a completa eliminacdo das formas amastigotas no sitio das lesdes.

A reducao significativa da carga parasitaria do bago, figado e medula
O0ssea, demonstrada pela gPCR, provavelmente ocorreu por apoptose.
Quintero (2010) demonstrou que na terapia fotodindmica, associada a
ftalocianina aplicada a formas amastigotas e promastigotas (in vitro) de
Leishmania panamensis, ocorrem mudancas morfolégicas, associadas a
apoptose (diminuicdo do tamanho celular, perda do nucleo e citenoplasto) e
fragmentacédo do DNA.

As mesmas alteracdes foram observadas por Valdivieso et al. (2008),
porém nas formas promastigotas de Leishmania amazonensis (in vitro),
demonstrando que a terapia fotodindmica é efetiva na eliminacdo de
promastigotas deste parasita possivelmente por um mecanismo de apoptose.

Dutta et al. (2005), demonstraram que a Leishmania amazonensis
fotossensibilizadas por ftalocianina sdo altamente suscetiveis a citélise, quando
radiada por luz. Isto sugere que nessa terapia ocorre a geracdo de espécies
reativas de oxigénio, provavelmente devido a ineficAcia dos mecanismos
antioxidantes do parasita.

Pinto et al. (2011) também comprovaram alta taxa de morte celular
(99%), in vitro, de Leishmania braziliensis e diminuicdo do crescimento do
parasita em cultivo celular através da terapia fotodindmica, porém num
comprimento de onda de 659nm, na dose de energia de 10J/cm? associada a
ftalocianina de silicio.

Apesar de todos os 6rgdos dos animais dos grupos doenca e tratado,
serem positivos na gPCR, o figado nao apresentou amplificacdo da Leishmania
na PCR convencional, em pelo menos um dos animais do grupo doenca e um
do grupo tratado. Isto demonstra que houve maior sensibilidade na gPCR, em
relagdo ao PCR convencional, neste 6rgao.

Reis et al. (2013) compararam a sensibilidade da PCR e gPCR, em
amostras de baco de 37 cées e os resultados foram de 81,1% e 100%,
respectivamente. No presente estudo o baco e a medula 6ssea demonstraram
carga parasitaria tanto na PCR convencional como na qPCR, reforcando a alta
sensibilidade do teste para estes 6rgaos.
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O mesmo foi observado por Francino et al (2006), pois verificaram que
enquanto a PCR convencional foi negativa para amostras que apresentaram
menos que 30 parasitas/mL no sangue periférico ou medula éssea, a qPCR
apresentou sensibilidade de 0,001 parasitas/mL. Sendo assim, RAMOS et al.
(2012) descrevem a gqPCR como melhor ferramenta de diagnostico para
detectar a infecgcao por L. infantum chagasi.

Cavalcanti (2008) comparou a PCR e qPCR nas amostras de sangue, e
concluiu que a analise quantitativa tem uma sensibilidade de 100%, comparada
com PCR que tem apenas 23,8%. Ja a especificidade dos testes,
demonstraram 83,3% e 100% para qPCR e PCR, respectivamente.

Os oOrgaos analisados neste estudo foram apropriados para o
diagnostico pela gPCR, pois todos apresentaram parasitas no grupo doencga.
Além disso, a técnica demonstrou ser satisfatéria, ja que foi possivel avaliar os
efeitos da luz visivel associada a AICIPc no sangue de cdo parasitado com
Leishmania infantum chagasi, pois é um exame quantitativo, sendo essencial
para o monitoramento dos tratamentos.

Dessa forma, pode-se confirmar que a qPCR foi o melhor método de
diagnostico para detectar a infeccdo por L. infantum chagasi. Francino et al.
(2006) descrevem que a qPCR mostrou ser mais sensivel que a técnica da
PCR convencional no diagnéstico e monitoracdo da infeccdo canina, o que
reforga esta afirmacéo.

Nascimento (2011) complementa que a qPCR pode ser utilizada em uma
variedade de amostras biolégicas para a quantificacdo da carga parasitaria de
caes naturalmente infectados por Leishmania. Em seu estudo demonstrou que
0 teste apresentou ter alta sensibilidade variando de 95 a 100% nas amostras
de swab conjuntival, aspirados de linfonodo e de medula éssea.

Considerando vérios fatores, Ramos et al. (2013) citam que nao é
possivel eleger a amostra bioldgica mais apropriada para o diagndstico,
baseado apenas pela carga parasitaria. Sendo assim, afirmam que devem ser
analisadas outras caracteristicas como a conveniéncia e a facilidade de
obtencdo da amostra para a realizacdo do diagnéstico da Leishmania. Em sua
pesquisa realizou a analise pela gq°PCR de medula 6ssea, linfonodo e bago, e a
presenca de L. infantum foi observada em 100% dos animais, em pelo menos

uma das amostras biol6gicas analisadas.
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Os resultados obtidos com a terapia fotodinamica, utilizando luz visivel
associada a AICIPc, demonstraram que este tratamento do sangue positivo
para L.infantum chagasi promove uma reducdo da carga parasitaria, sendo
importantes para dar continuidade a linha de pesquisa de inativacdo de
patébgenos no sangue. Cabe salientar que, como terapia alternativa da
leishmaniose visceral canina, ainda faltam estudos mais especificos para a

comprovacédo da sua eficacia e aplicabilidade.



6 CONCLUSAO

O tratamento com luz visivel associada a AICIPc do sangue de céo
positivo para Leismania infantun chagasi quando inoculado em hamsters,

promove reducdo da carga parasitaria.

Dos 6rgdos analisados, o baco foi 6érgdo que apresentou a maior
reducdo da carga parasitaria apés o tratamento com luz visivel associada a
AICIPc, seguido do figado e medula 6ssea.

A andlise parasitologica e o Teste de Aglutinacdo Direta ndo foram
sensiveis para a identificacdo do parasita.

Os exames histologicos mostraram alteracfes compativeis com reacoes
inflamatorias, porém nédo se observaram formas amastigotas no baco, figado e
medula éssea.

A gPCR apresentou maior sensibilidade que a PCR no diagnostico da
leishmaniose em hamsters inoculados com sangue de cédes parasitados com

Leishmania infantum chagasi.
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muito utilizada na rotina da clinica, entretanto esta associada a transmissdo de doengas
infecciosas. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do tratamento com a luz
visivel associada a ftalocianina de cloro-aluminio na inativacdo da Leishmania infantum
chagasi em sangue canino, quando inoculados em hamsters (Mesocricetus auratus).
Foram preparados 3 grupos experimentais compostos por 5 hamsters cada. O grupo
controle recebeu sangue negativo para Leishmania, o grupo doenga foi inoculado com
sangue parasitado com Leishmania infantum chagasi e o grupo tratamento recebeu
sangue parasitado tratado com luz visivel associada a ftalocianina de cloro-aluminio. Os
animais foram monitorados por 180 dias e entdo submetidos a avaliacdo clinica. Em
seguida os animais foram anestesiados para a coleta de sangue por meio de puncdo
intracardiaca e procedendo-se assim a eutanasia. Apos foi realizada a coleta do bago,
figado e medula 6ssea para serem acondicionados em tubos livres de DNAse e RNAse,
congelados a -30°C até a realizacdo da PCR e qPCR. Na avaliagdo da PCR o bago e a
medula Ossea de todos os hamsters, dos grupos doenca e tratado, apresentaram
amplificacdo da Leishmania infantum chagasi. Na gPCR ocorreu uma significativa
diminuicdo (P<0,01) na parasitemia quando comparado ao grupo tratado com a luz
visivel associada a ftalocianina de cloro-aluminio, com o grupo que recebeu sangue
parasitado sem tratamento. Com esses resultados é possivel concluir que a luz visivel
associada a ftalocianina de cloro-aluminio reduz a parasitemia da leishmaniose em
sangue canino.

Palavras-chave: canino, leishmaniose visceral, luz visivel, ftalocianina de cloro-

aluminio, PCR, gPCR.
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Visceral Leishmaniasis is an emerging zoonotic infectious disease that requires
mandatory reporting. In Brazil, it is caused by the protozoan Leishmania infantum
chagasi, with dogs as main reservoir (Canis familiaris). Blood transfusion is frequently
used in clinical routine, however it is associated with the transmission of infectious
diseases. The aim of this study was to evaluate the effects of treatment with visible light
associated with chloro-aluminium phthalocyanine on the inactivation of Leishmania
infantum chagasi in canine blood, when inoculated in hamsters (Mesocricetus auratus).
Three experimental groups consisted of six hamsters each. The control group received
blood negative for L. infantum chagasi, the diseased group was inoculated with blood
infected with L. infantum chagasi, and the treatment group received infected blood
previously subjected to therapy with visible light associated with chloro-aluminium
phthalocyanine. The animals were observed for 180 days and then subjected to clinical
evaluation. Then the animals were anesthetized for blood collection through intracardiac
puncture and were euthanized. Part of the liver, spleen and bone marrow were placed in
tubes DNase and RNase free, and frozen at -30 ° C until the PCR and gPCR were
performed. In the PCR evaluation of spleen and bone marrow, all hamsters from
diseased and treated groups showed amplification of Leishmania infantum chagasi.
Results from g-PCR revealed a significant decrease (P <0.01) in the number of parasites
in the group inoculated with blood subjected to chloro-aluminium photodynamic
therapy, compared to the group inoculated with parasitized blood that had not been
subjected to photodynamic therapy. With these results it is possible to conclude that
visible light associated with chlorine-aluminum phthalocyanine reduces parasitaemia of

Leishmania infantum chagasi in canine blood.
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INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma doenca infecciosa zoondtica, de carater emergente,
atualmente esta distribuida em todo o territorio brasileiro (MARCONDES & ROSSI,
2013). O agente etiologico da leishmaniose visceral (LV) no Brasil é a Leishmania
infantum chagasi. Estes parasitas sdo transmitidos aos animais e ao homem pela picada
de flebétomos do género Lutzomyia longipalpis, e os cdes desempenham papel
fundamental na sua epidemiologia (SILVA, 2007).

BRITO et al. (2006) descrevem que 0s sinais observados na leishmaniose canina
sdo inespecificos, como febre intermitente e duradoura, anemia, perda de peso
progressiva e caquexia. RAMSEY et al. (2010) acrescentam linfadenopatia
generalizada, dermatite esfoliativa, alopecia periocular, hiperceratose do coxim plantar,
crescimento exagerado das unhas, dermatites ulcerativas nodulares e claudicacgéo.
OLIVEIRA et al. (1993), relatam que se faz necessario um periodo de 2 a 12 meses para
que um cdo infectado desenvolva sinais clinicos, e o periodo de incubacdo observado
em condicdes experimentais pode alcancar 25 meses. SILVA (2007), afirma que em
areas endémicas, os cdes podem ser encontrados clinicamente assintomaticos ou
sintomaticos.

Existem basicamente trés categorias de provas utilizadas para o diagndstico da
leishmaniose visceral: os métodos parasitoldgicos, os métodos sorologicos e 0s metodos
moleculares (FERRER, 1999). A observacdo de formas amastigotas do parasita, de
forma direta, podera ser feita em esfregacos de aspirado de medula 6ssea, baco, figado,

pele e sangue corados com Giemsa, Leishman, Wrigth ou Panotico (BRASIL, 2006).
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As técnicas soroldgicas recomendadas atualmente pelo Ministério da Saude,
para 0 inquérito canino, sdo a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o Teste
Imunoenzimatico (ELISA) (BRASIL, 2006). Como método molecular, a PCR tem sido
muito util no diagndstico da LVC, em funcgdo da rapidez, sensibilidade e especificidade
(IKONOMOPOULOS et al., 2003). Esse teste pode ser realizado em diferentes
amostras, tais como aspirados de medula éssea, de linfonodos, sangue, urina e bidpsias
de pele.

Segundo ASSIS et al. (2008), a PCR pode ter eficacia no diagnostico da
leishmaniose, confirmando casos positivos e inconclusivos. Outro método utilizado para
diagnostico da leishmaniose, é a gPCR, que permite a quantificacdo dos parasitas,
elucidando o status de cdes positivos além de monitorar o nimero de parasitas durante e
apos o tratamento (FRANCINO et al. 2006).

Desde os anos 70, na China, foi utilizado para diagndstico um método de
isolamento de Leishmania donovani, por meio da inoculacdo de material suspeito em
hamsters (Mesocricetus auratus). A partir desse momento, este se constituiu um modelo
para o isolamento e conservacao in vivo desses parasitas (ROJAS & SCORSA, 1995).

A transmissdo de enfermidades infecciosas por meio da transfusdo sanguinea é
descrita por varios autores. A maior preocupacdo com os doadores caninos é a
transmissdo de protozoarios, como babesiose e leishmaniose, devido ao longo periodo
de incubagdo, persisténcia subclinica em animais infectados e a probabilidade de
permanecerem viaveis na bolsa de sangue (FREITAS et al., 2006).

Atualmente, a terapia fotodinamica é apresentada como uma alternativa para o
tratamento da leishmaniose na forma cutanea (BASTOS, 2012) e sua acéo ja foi testada,
in vitro, nas formas promastigotas de Leishmania chagasi (ESCOBAR et al., 2006). A

fototerapia € um procedimento no qual um agente fotossensibilizador, ao ser ativado por
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luz, produz espécies reativas de oxigénio, que vao reagir com organelas, proteinas e
DNA da célula, causando necrose das células que contém o agente fotossensibilizador
(TAYLOR et al, 2011). As ftalocianinas sdo agentes fotossensibilizadores,
eficientemente incorporados em células alvo, ndo sdo tdxicas para as células saudaveis e
induzem uma étima penetracdo de luz através do tecido, com alta absorcdo na faixa de
espectro luminoso vermelho (670-780nm) (CAMUR et al., 2011). Na destruicdo das
células alvo, mediada por espécies citotdxicas de oxigénio e de radicais livres, estdo
envolvidos mecanismos diretos tais como apoptose e necrose, e indiretos, entre eles,
resposta imune e inflamatéria (NAKASEKO et al., 2003).

ESCOBAR et al. (2006), afirma que formas promastigotas de Leishmania chagasi
foram altamente suscetiveis a terapia fotodindmica in vitro utilizando tratamento com
ftalocianina de aluminio (AlPc) e iluminacgéo de luz vermelha a 670 nm.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da terapia com luz visivel associada
a ftalocianina de cloro-aluminio (AICIPc) na inativacdo da Leishmania infantum
chagasi em sangue de cdo, quando inoculados em hamsters (Mesocricetus auratus),
pelos métodos da PCR e gPCR, apds 180 dias de inoculagéo.
MATERIAIS E METODOS

Os animais utilizados para o referido estudo foram dois cdes, um higido e outro
naturalmente infectado por Leishmania Infantum chagasi, e 15 hamsters (Mesocricetus
auratus) para a inoculacdo, sendo divididos em trés grupos para o experimento. A
leishmaniose do cdo positivo foi confirmada por meio de o exame parasitolégico,
através da puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) de linfonodo pré-escapular. O
sangue negativo foi confirmado por meio da gPCR.

O sangue positivo, colhido do cdo por meio de puncdo da veia jugular, foi

conservado em bolsa de sangue com conservante do tipo CPDA-1, mantida refrigerada
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em uma temperatura em torno de 4 a 8°C, até 0 momento do tratamento com luz visivel
associada a ALCIPc. A terapia fotodinamica foi realizada através da incidéncia da luz
utilizando um dispositivo com o sistema BTH Quantum Tech. Este sistema de luz é
continuo (CW), com uma poténcia total na fibra éptica ao redor 0,3 W, em um
comprimento de onda na faixa do visivel (de 630 a 650 nm). Foi utilizado para o estudo
na dose de 50 J/cm? e um tempo de radiagéo de 11 min. O fotossensibilizador utilizado
foi AICIPc 45,89 pM. L™.

As amostras de sangue foram inoculadas, em 3 grupos, composto por 5
hamsters cada: grupo saude (G1) que receberam 3,5 mL de sangue negativo para o
parasita, via intraperitoneal; grupo doenca (G2), receberam sangue positivo para
Leishmania infantum chagasi; grupo tratamento (G3) que foram inoculados com sangue
tratado pela luz visivel associada a ALCIPc, no mesmo volume dos grupos anteriores.
Os animais foram observados por 180 dias e apos foi realizada a eutanasia, para a coleta
de material. Durante a necropsia foram coletadas por¢des do figado, baco e medula
0ssea e congelados a -30°C, para o procedimento dos testes moleculares PCR e qPCR.

Para a realizacdo da PCR convencional foram utilizados os primers: - 150: 5’
GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(C/G)CGAA 3’ e - 152:
(C/G)(C/G)(C/G)(A/T)CTAT(A/T) TTACACCAACCCC 3'. O perfil de ciclagem foi
realizado primeiramente com a desnaturacdo inicial a temperatura de 95°C por cinco
minutos e apos a execucdo de 29 ciclos, realizados a 95°C por um minuto; 55°C por 30
segundos e 72°C por 10 segundos. A extensdo final foi na temperatura de 72°C por
cinco minutos.

A gPCR foi executada com a extragdo de DNA com o Kit Illustra Tissue® &

Cells Genomic Prep Mini Spin®%, com algumas adaptacdes previamente padronizadas.

2 GE HealthCare, EUA
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As amostras submetidas a gPCR em tempo real, foram realizadas em duplicata,
utilizando o sistema SYBR®Green, com o programa StepOneTM Plus Real Time PCR
System equipment (Applied Biosystem™ Foster City, California, USA) e foram
utilizados primers, que correspondem a 150: 5!
GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(C/G)CGAA 3 e 152: 5'
(C/G)(C/G)(C/G)(A/T)CTAT(A/T) TTACACCAACCCC 3'. A analise foi constituida
pelas seguintes condicgdes: 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos,
60°C por um minuto e uma etapa para a curva de dissociacdo de 55 minutos (60°C a
95°C).

Os resultados foram submetidos a anélise da estatistica descritiva e da variancia
(ANOVA). O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com 3 tratamentos
(grupo saude, grupo doenca e grupo tratado) com 5 repeticdes e teste de médias por
Tukey a 5% de probabilidade de erro. Para estas analises foi empregado o software
GENES (CRUZ, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos 180 dias de inoculagdo o resultado das analises pela PCR convencional, das
amostras de figado, baco e medula 6ssea demonstraram que o parasita estava presente
na maioria das amostras, apenas duas amostras do figado, uma do G2 e uma do G3,
foram negativas. FERRER (1999) cita que as técnicas moleculares como a PCR sdo
muito Uteis no diagnostico de leishmaniose, no acompanhamento de pacientes durante e
apos o tratamento e na identificacdo da espécie de parasita. Apesar do figado ser um dos
Orgdos hematopoiéticos, o que permite ser realizada a PCR no diagndstico de
leishmaniose, identificou-se neste estudo duas amostras negativas, de um total de 10
analisadas. BANETH & AROCH (2008) perceberam que a PCR realizada em diferentes

tecidos de cdes infectados mostraram resultados varidveis e divergentes. 1sso podera ser
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explicado, em parte, por uma distribuicdo heterogénea dos parasitas em cada tecido ou
6rgdo parasitado, devido ao tropismo da cepa e a resposta imune local, o que pode
justificar o resultado negativo de algumas amostras de figado.

As andlises realizadas pela PCR da medula dssea dos hamsters, foram positivas,
tanto do grupo doenca como o que recebeu sangue tratado, ndo sendo demonstrado se
houve o efeito da luz visivel associada a ALCIPc neste érgdo, reforcando a necessidade
da realizacdo da qPCR. MAIA et al. (2009) descreveram que a PCR para medula 6ssea
tem sensibilidade de 89,7% e 100% de especificidade. LACHAUD et al. (2002)
reforcam que a sensibilidade do teste varia de acordo com a amostra, o que pdde ser
evidenciado nos grupos desse trabalho, na medida em que, nas analises, 0 bago e a
medula Gssea apresentaram-se mais sensiveis do que o figado.

MOREIRA et al. (2007) demonstraram que a PCR € 100% sensivel em cées
sintomaticos; 96 e 95,65% para grupos oligosintomatico e assintomatico
respectivamente, tendo 100% de especificidade. Nas amostras verificadas neste estudo,
ndo foi encontrado 100% de positividade nos 6rgdos analisados, e uma justificativa
estaria relacionada ao fato dos hamsters ndo serem sintomaticos.

O resultado da avaliacdo pela qPCR, em amostras do baco, figado e descreve a
carga parasitaria/mL, de cada 6rgdo de acordo com o grupo (Tabela 1). A analise da
variancia foi realizada para identificar diferenca entre os grupos. Na ocorréncia da
significancia da ANOVA (P<0,01) foi realizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro.

Os resultados expressam que ocorreu uma diminuicéo significativa (P<0,01) da
quantidade de parasitas no grupo tratado com luz visivel associada a ALCIPc,

comparado ao grupo que recebeu o sangue parasitado. Em um experimento com aves
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conduzido por LOPES (2015), fato semelhante foi observado com esse tratamento (luz
visivel associada a ALCIPc), porém, na inativacdo da bactéria Borrelia arsenia.

Apesar de ser significativa a reducdo da carga parasitaria apos a terapia com luz
visivel associada a ALCIPc, ndo ocorreu a eliminacdo do parasita, sendo o0 baco e a
medula dssea 0s 6rgdos que tiveram maior diferenca entre os dois grupos.

ESCOBAR et al. (2006) demonstrou que utilizando terapia fotodindmica com
luz vermelha em um comprimento de onda de 670 nm, associada a fotossensibilizadores
como a ftalocianina de aluminio e de zinco, ocorre a inibigdo, in vitro, de formas
promastigotas de L. chagasi e L. panamensis.

Apesar de ter sido utilizado um comprimento de onda menor que estudado por
ESCOBAR et al. (2006), foi possivel perceber que a luz visivel associada a ALCIPc
diminuiu a concentracdo dos parasitas em um comprimento de onda no visivel de 630-
650 nm, em sangue inoculado no modelo experimental Mesocricetus auratus.

A reducdo significativa da carga parasitaria do baco, figado e medula dssea,
demonstrada pela qPCR, provavelmente ocorreu por apoptose. QUINTERO (2010)
demonstrou que na terapia fotodinamica, associada a ftalocianina aplicada as formas
amastigotas e promastigotas (in vitro) de Leishmania panamensis, ocorrem mudancas
morfoldgicas, associadas a apoptose (diminui¢do do tamanho celular, perda do nucleo e
citenoplasto) e fragmentacdo do DNA.

Poucos estudos tém sido feitos com a terapia pela luz visivel associada a
ALCIPc em Leishmania infantum chagasi, in vivo. Contudo, inimeros trabalhos com
essa terapia foram realizados na leishmaniose cutadnea, com diferentes espécies do
protozoario, demonstrando resultados favoraveis para esse tratamento.

Em trabalhos realizados por PENARANDA (2010) foi utilizada a terapia

fotodindmica associada a ftalocianina de cloro-aluminio em lesdo cutanea em hamsters,
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provocada pela inoculagdo de L. amazonenses. Todos os animais foram curados da
lesdo clinica ap6s 12 semanas de terapia, porém ndo ocorreu a completa eliminacdo das
formas amastigotas no sitio das lesdes.

Fato semelhante foi comprovado por DUTTA et al. (2005), que demonstraram
que a Leishmania amazonensis fotossensibilizada por ftalocianina sdo altamente
suscetiveis a citdlise, quando radiada por luz. Isto sugere que nessa terapia ocorre a
geracdo de espécies reativas de oxigénio, provavelmente devido a ineficacia dos
mecanismos antioxidantes do parasita.

Os 6rgdos analisados neste estudo foram apropriados para o diagnostico pela
gPCR, pois todos apresentaram parasitas no grupo doenca. Além disso, a técnica
demonstrou ser satisfatdria, ja que foi possivel avaliar os efeitos da luz visivel associada
a ALCIPc no sangue de cdo parasitado com Leishmania infantum chagasi, pois € um
exame quantitativo, sendo essencial para 0 monitoramento dos tratamentos.

Os resultados obtidos com a terapia fotodindmica, utilizando luz visivel
associada a ALCIPc, demonstraram que este tratamento do sangue positivo para
L. infantum chagasi promove uma reducdo da carga parasitaria, sendo importantes para
dar continuidade a linha de pesquisa de inativacdo de patdgenos no sangue. Cabe
salientar que, como terapia alternativa da leishmaniose visceral canina, ainda faltam
estudos mais especificos para a comprovacao da sua eficacia e aplicabilidade.
CONCLUSAO

O tratamento da leishmaniose é ainda um grande desafio, pois existem muitos
limites para a terapia convencional. A terapia fotodinamica tem demonstrado eficacia na
diminuigcdo de varias espécies de Leishmania. Baseado nos resultados desse estudo,
pode-se concluir que o tratamento do sangue de cdes com luz visivel associada a

ALCIPc, inoculado em hamsters, promoveu uma diminui¢do da carga parasitaria no
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baco, figado e medula 6ssea, porém ndo acarretou na eliminagdo do parasita. A qPCR
apresentou maior sensibilidade que a PCR no diagnéstico da leishmaniose em hamsters.
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TABELA
Tabela 1- Médias dos resultados da carga parasitaria/mL, nos diferentes 6rgaos dos

grupos avaliados.

Grupo/variavel Baco Figado Medula 6ssea
1 0° 0° 0°
2 46404,6° 32689,0° 6042,8°
3 10558,6" 28167,6° 3256,8°

*Médias seguidas da mesma letra minascula na coluna néo diferem significativamente entre si pelo

teste de Tukey a 5%.
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ANEXO B
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Atesto para on devides Bins, que o Projeto de Pesguids “Bfeltos da
luz visivel assoclada & Raloclsning no sangue de ches
parasitados com Lelshmania infantum chagasi®, Protocols n
42/2014-CEUA,  do Professee Raimundo Souwrs Lopes, dests
Faculdede, o ser conditide por Cristiane Beck fol aprovsdy pely
Comisslo g Erics ne Uso de Animals {CEUA) desta Faculdade.
Faculdade de Mediche VYeleringria ¢ Jooteomis, em 11 de abeil de
205,

idante da CEUA da PMUZ, UBNESP « Campus de Botucatu
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ANEXO C

Paciente:- Golden Retriever, Fémea, 2 Anos.

Proprietéaria: _

EXAME CITOPATOLOGICO

Tipo de Amostra: PAAF de Linfonodo pré-escapular

Tipo de Exame: Pesquisa de Hematozodrio

RESULTADO

- Foram observadas formas amastigotas tipicas de Leishmania sp. na presente

amostra.

Aracatuba, 09 de Setembro de 2014.

Acicio Duarte Pacheco
Médico Veterinario
CRMV/SP 25063
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